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DAL CENTRO PER LO STUDIO DELLA FISIOPATOLOGIA DEL C. N. R. PRESSO L’ISTITUTO DI PATOLOGIA 
GENERALE DELL’UNIVERSITA DI MODENA E DALL’ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA 
MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MODENA 


(Direttori: M. Aloisi e 


M. Coppo) 


Prednisone e prednisolone nel danno renale sperimentale 
Ricerche sullattivita ATPasica, lipasica 


e gruppi sulfidrilici 


G. F. AZZONE - B. BONATI - G. CHIEREGO - C, FERRARI 


Una premessa al presente studio é costi- 
tuita dalle attuali conoscenze sulle modifica- 
zioni che, nell’ambito della biochimica enzi- 
matica renale, conseguono alla somministra- 
zione di DOCA e cortisone, alla provocazione 
di un danno renale sperimentale ed alla sua 
associazione col trattamento ormonale. 

Particolare significato assumono per noi 
le recenti ricerche di Galeone (1) Lamperi e 
Cheli (2), Avezzi, Fiaccadori e Scarpioni (3): 
ad essi rimandiamo senz’altro per l’ampia 
bibliografia sull’argomento, mentre dai con- 
tributi personali di questi AA. riportiamo 
quanto segue: 

— nel corso di vari tivi di danno renale 
(nefrite da siero nefrotossico, nefrosi da me- 
talli pesanti e da allossana, stasi delle vie 
urinarie per la legatura degli ureteri, nefro- 
patie circolatorie), sono documentabili gravi 
compromissioni di varie attivita enzimatiche 


ed in particolare della fosfatasi ATPasi, li- 
pasi, carbonico-anidrasi, amino-ossidasi: al 
trattamento cortisonico consegue un maggiore 
consumo di ossigeno da parte del tessuto 
renale dell’animale da esperimento; |’asso- 
ciazione dell’ormone al danno_ sperimentale 
renale, mentre non modifica la gravita e 
l’aspetto istologico della nefrite da siero e della 
nefrosi da uranio, é tuttavia in grado di eser- 
citare un netto effetto normalizzatore su molte 
attivita enzimatiche tessutali, gravemente com- 
promesse dall’agente nefrotossico: DOCA e 
ormone somatotropo, infine, esplicano a 
tale riguardo effetti opposti. 

Con le presenti ricerche abbiamo preso 
sostanzialmente in esame l’influenza dei nuovi 
derivati cortisonici, prednisone e predniso- 
lone, su alcune attivita enzimatiche del tes- 
suto renale di ratto normale e previamente 
sottoposto a nefrosi da nitrato di uranile. 
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Attivita 

ATPasica 

in pg P/ 
mg rene/min. 
(peso fresco) 


GRUPPO A 


GRUPPO B 
2,61 
GRUPPO C 
uranio e prednisone a dosi deboli......... 1,92 
GRUPPO D 
prednisone a dosi deboli...............++. 2,76 
GRUPPO E 
uranio e prednisone a dosi forti .......... 1,97 
GRUPPO F 
prednisone a dosi 2,65 
GRUPPO G 
1,70 
GRUPPO H 


MATERIALE E TECNICA 


Per la scelta dei dosaggi ormonali ci siamo propor- 
zionalmente attenuti a quelli impiegati in terapia 
umana: mg 0,5/Kg di peso (dosi deboli) corrispon- 
denti ad una posologia di 35 mg in un uomo di 
70 Kg e dosi dieci volte pit alte (dosi forti) corri- 
spondenti a 5 mg/Kg di peso. 

Le ricerche sono state complessivamente compiute 
su 48 ratti albini appartenenti allo stesso allevamento, 
nutriti con dieta equilibrata standard ed abbeverati 
« ab libitum ». 

A seconda del trattamento gli animali furono 
suddivisi in otto lotti di sei ratti ciascuno: gli animali 
di tre di questi lotti per 15 gg ricevettero rispetti- 
vamente prednisolone a dosi forti, prednisone a 
dosi forti e prednisone a dosi deboli; i ratti apparte- 
nenti ad altri tre gruppi trattati con le stesse modalita, 
vennero intossicati in decima giornata mediante unica 
dose somministrata endovena di tre mg/Kg di peso di 
nitrato di uranile e sacrificati come gli altri in quin- 
dicesima giornata. 

Un altro lotto fu trattato soltanto con uranio: 
lottavo ed ultimo gruppo di ratti non trattati servi 
come controllo. 

Gli animali venivano uccisi per decapitazione. Sul 
rene prelevato venivano praticati i seguenti esami: 
ATPasi, lipasi e gruppi SH (glutatione). E stata 
determinata anche l’attivita lipasica nel fegato. 

Il sistema di reazione per la determinazione del- 
l’attivita ATPasica era cosi costituito: 0,1 ml di 
omogenato; 0,1 ml CaCl, 0,1 M; 0,5 ml di tampone 
al Tris 0,2 M a pH 7,2; 1 mg di ATP in 0,1 ml; 
H,O fino a 2 ml. Temperatura 26°C. Dopo 3’ la rea- 
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TABELLA 


Attivita Attivita 
% | Mpasica | | % 
UTE. 
—30 2,75 —§6,7 20,4 —40,4 
— 6,7 3,9 —38,7 24,6 —28 
| 
—31,4 3,68 23,1 —32,5 | 
— 1,§ 6,3 — 0,8 30,8 —I0 
—29,6 3,86 —39,3 28 —18 
— §,3 5,16 —18,8 28 —18 
—394 3,2 —4957 24.4 —28,6 
6,33 34,2 


zione veniva interrotta per aggiunta di acido triclo- 
roacetico. Sul filtrato il P libero veniva determinato 
secondo King (4). 

Dopo aver preparato omogenati di rene con acido 
solfosalicilico i gruppi sulfidrilici (del glutatione e 
analoghi) sono stati determinati secondo la tecnica 
di Kolthoff e Strikes (5) mediante elettrodo di platino 
ruotante e con soluzione di AgNO; 1x 10-* M. 

L’attivita lipasica é stata valutata sull’omogenato 
epatico e ooniile al 2 %, in citrato sodico 4% a pH 7, 
incubandolo per 3 ore e 37°C con un substrato costi- 
tuito da tributirrina Merck e dosando per titolazione 
gli acidi grassi liberati secondo la metodica di Scoz 
e Guzzi (6). I risultati vennero espressi in Unita Tribu- 
tirrino-Esterasiche (U.T.E.), intendendo per Unita 
il numero di cc di NaOH N/too impiegato per la 
neutralizzazione, riportato a I mg di tessuto. 


RISULTATI E CONCLUSIONI 


I risultati ottenuti, vedi tabella, possono es- 
sere cosi suddivisi: 


1) per quanto riguarda I’attivita ATPa- 
sica si osserva dai valori riportati nella tabella, 
come né il prednisolone né il prednisone 
determinino chiare modificazioni attivita 
enzimatica. L’uranio ha una forte azione tos- 
sica producendo una diminuzione di attivita 
del 40%. D’altra parte in tutti i casi in cui 
agli animali veniva praticato, a scopo pro- 
tettivo contro il danno da uranio, ‘ som- 
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ministrazione di ormone, si aveva un aumento 
di attivita ATPasica, vale a dire una diminu- 
zione del danno da uranio. A tale proposito 
abbiamo osservato che, avendo effettuato 
gli esperimenti in due cicli, nel primo si 
riscontrd un grave danno prodotto dal- 
luranio (circa il 50% di inattivazione della 
ATPasi) ed una azione protettiva degli ormoni 
quasi nulla (solo con prednisone a dosi forti 
un aumento del 20%); mentre nel secondo 
ciclo, in cui il danno da uranio fu meno 
grave (30% di inattivazione), l’effetto protet- 
tivo degli ormoni fu tale da riportare quasi 
alla norma l’attivita ATPasica. 


2) Per quanto riguarda l’attivita lipasica, 
nel rene e nel fegato, notiamo dalla tabella: 

a) una conferma dell’effetto tossico del- 
luranio sui parenchimi (diminuzione di at- 
tivita del 50% e del 30 % rispettivamente); 

b) un evidente danno prodotto dalla som- 
ministrazione di ormoni sull’attivita lipasica; 
tale danno risulta essere sunpientanial alla 
quantita di ormone somministrato ed é par- 
ticolarmente grave durante la somministra- 
zione di prednisolone; 

c) la somministrazione di ormoni non ha 
alcun effetto protettivo sul danno da uranio; 
al contrario sembra verificarsi in alcuni casi 
una somma_ di effetti tossici fino ad aversi 
una diminuzione di attivita lipasica estrema- 
mente grave nel caso degli animali del grup- 
po A (Uranio + Prednisolone). 

3) L’esame dei gruppi sulfidrilici effet- 
tuato su ratti appartenenti a tutti gli 8 gruppi, 
non ha messo in evidenza alterazioni degne 
di nota. Né la somministrazione di uranio, 
né quella di ormoni, da soli o associati con 
lo stesso uranio, hanno prodotto evidenti 
modificazioni dei gruppi sulfidrilici deter- 
minabili nel rene. 

Dalle nostre determinazioni risultano essere 
presenti nel rene 91,2 + 4 mg % di glutatione. 
Tale cifra é leggermente inferiore a quella 
osservata da altri Autori (Benesch ¢ Benesch, 7) 
con metodo simile al nostro. 

Resta pertanto confermata J’assenza_ di 
qualsiasi azione dell’uranio su gruppi o enzimi 
sulfidrilici. Un esame accurato merita 


invece di essere effettuato allo scopo di pre- 
cisare i limiti di una possibile azione protet- 
tiva di questi ormoni corticali sulla nefrosi 
sperimentale da uranio. Tale effetto protet- 
tivo naturalmente dovra essere valutato anche 
in rapporto all’evidente e cospicuo danno pro- 
vocato dal prednisone e particolarmente dal 
prednisolone sull’attivita nel rene e 
nel fegato. 


RIASSUNTO 


Gli Autori hanno studiato l’azione tossica del- 
Puranio su alcuni processi enzimatici renali ed epatici 
e la possibile protezione di tale danno da parte di 
ormoni corticosurrenali. Hanno osservato che l’uranio 
produce una grave diminuzione dell’attivita ATPasica 
del rene, e che tale danno é solo modestamente pro- 
tetto dalla somministrazione di prednisone e predni- 
solone. L’attivita lipasica del rene e del fegato é dan- 
neggiata sia per somministrazione di uranio e sia 
per somministrazione di prednisone e prednisolone, 
da soli o associati con uranio. Nessuna diminuzione 
é stata invece riscontrata sul glutatione misurabile 
nel rene sia dopo somministrazione di uranio che di 
ormoni cortico-surrenali. 


RESUME 
Prednisone et Prednisolone dans l’atteinte rénale expé- 

rimentale. Recherches sur activité ATPasique, li- 

pasique et groupes sulfhydryle. 

Les auteurs ont étudié l’action toxique de l’uranium 
sur certains processus enzymatiques rénaux et hé- 
patiques et le rdle protecteur que certaines hormones 
cortico-surrénales peuvent éventuellement jouer vis- 
a-vis de cette atteinte. Ils ont observé que l’uranium 
provoque une grave diminution de l’activité ATPa- 
sique du rein, et que l’administration de predni- 
sone et prednisolone n’exerce qu’une faible pro- 
tection contre cette altération. L’activité lipasique 
du rein et du foie se montre altérée soit aprés admi- 
nistration d’uranium, soit aprés administration de 
prednisone et prednisolone, seules ou associées 4 
Aucune diminution .n’a été au contraire 
enregistrée sur le glutathion mesurable dans le rein 
aprés administration d’uranium et aprés celle d’hor- 
mones cortico-surrénales. 


SUMMARY 


Prednisone and Prednisolone in experimentally produced 
renal damage. Studies on the activity of adenosine 
triphosphatase lipase and sulfhydryl groups. 

The authors have studied the toxic action of ura- 
nium on some renal and hepatic enzyme processes, 
as well as the possibility of protection from such 
damage afforded by  cortico-adrenal hormones. 
They observed that uranium greatly reduces the 
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adenosinetriphosphatase activity of the kidney, 
and that this damage is only slightly protected by 
administration of prednisone and_ prednisolone. 
Renal and hepatic lipasic activity is damaged by 
administration of uranium and of prednisone and 
prednisolone, whether alone or associated with 
uranium. On the other hand, there was no dimi- 
nution of the glutathione in the kidney after adminis- 
tration of uranium or of cortico-adrenal hormones. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Prednison und Prednisolon bei experimenteller Nie- 
renschadigung. Forschungen iiber ATPase, Lipase und 
Sulfhydryl-Gruppentatigkeit. 


Verff. haben die toxische Wirkung des Uraniums 
auf einige Nieren-und Leberenzymprozesse und die 
etwaige Schutzwirkung seitens der Nebennieren- 
rindenhormone gegeniiber dieser Schadigung un- 
tersucht. Sie beobachteten, dass das Uranium eine 
starke Herabsetzung der ATPase-Tatigkeit der 
Niere hervorruft und dass diese Schaidigung bloss 
in geringem Masse durch Prednison-oder Predni- 
solonzufuhr gemiassigt wird. Die Lipasetatigkeit 
der Leber und der Nieren wird sowohl durch ge- 
trennte Uranium-, Prednison-und Prednisolon-Zu- 
fuhr als auch durch alle genannten Stoffe zusammen 
geschadigt. Hingegen wurde keine merkbare Herab- 
setzung des Glutathiongehaltes der Niere weder 
nach Uranium-noch nach Nebenierenrindenhor- 
monzufuhr beobachtet. 


RESUMEN 


Prednisona y Prednisolona en el dafio renal experimental. 
Investigaciones sobre la actividad ATPasica, lipdsica 
y grupos sulfhidrilo. 

Los autores han estudiado la accién tdxica del 
uranio sobre algunos procesos enzimaticos renales 
y hepaticos y la posible proteccién de este dafio por 
parte de las hormonas c6rticosuprarrenales. Han 
observado que el uranio provoca una grave dismi- 
nucion de la actividad ATPasica del rifion y que la 
administracién de prednisona y prednisolona ejerce 
sdlo una débil proteccién contra esta alteracion. 
La actividad lipasica del rifion y del higado se muestra 
alterada sea por administracidn de uranio sea por 
administracién de prednisona y prednisolona, solas 
© asociadas al uranio. No se ha registrado en cambio 
ninguna disminucién del glutation mensurable en 
el rifién ni después de la administracion de uranio 
ni después de la de hormonas cérticosuprarrenales. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MODENA 
(Direttore: Prof. M. Coppo) 


Influenza del prednisolone sui livelli ematici e tessutali 
delle vitamine A, C ed E nel coniglio 
a dieta ipercolesterolemizzante 


B. BONATI - G. B. RANCATI - G.C. MANFREDI - C. FERRARI 


Numerosi contributi di carattere clinico 
e sperimentale inducono a ritenere probabile 
l’esistenza di complessi rapporti intercorrenti 
tra taluni aspetti del metabolismo di varie 
vitamine, ricambio lipidico e situazione en- 
docrina surrenalica. 

Con le presenti indagini abbiamo ricercato 
nel coniglio mantenuto a dieta ipercolesterole- 
mizzante associata meno a trattamento 
prednisolonico, 0 sottoposto a questo solo 
trattamento, eventuali variazioni dei livelli 
ematici di f-carotene, vitamina A, E e Ce 
tessutali (epatici, cardiaci, renali e surrenalici) 
di acido ascorbico: nonostante il carattere 
eminentemente vitaminologico di questo stu- 
dio, abbiamo inoltre ritenuto opportuno e 
vantaggioso, per una adeguata valutazione e 
interpretazione dei risultati ottenuti, tentare di 
correlare, nei vari animali, i dati relativi alla 
situazione vitaminica con talune espressioni 
vascolari ed umorali dell’insulto colesterolico 
e con quelle morfologiche ed istochimiche 
del corticosurrene: rimandiamo comunque, 
per pitt ampi particolari a questo riguardo, 
alle esperienze di Bonati, Vecchi, Innocenti 
e Chierego in corso di ultimazione. Le pre- 
senti ricerche si inquadrano poi a loro volta 
in un vasto programma di indagini su vari 
aspetti patogenetici dell’aterosclerosi speri- 
mentale ed umana. 

Non ci consta che uno studio analogo al 
nostro trovi riscontro tra gli altrui contributi: 
pertanto le inerenti premesse, su cui ci soffer- 
meremo brevemente, riguarderanno patti- 
tamente taluni singoli aspetti del problema 


da noi affrontato e precisamente quelli rife- 
rentisi ai rapporti tra vitamine e surrene, tra 
surrene ed aterosclerosi, tra aterosclerosi e 
vitamine: limitatamente alle vitamine A, E 
e C, al cortisone e al prednisone e alla ateroscle- 
rosi sperimentale da colesterolo. 

Da una recente rassegna di Chiancone (1) 
sulle interrelazioni tra vitamine e cortisone, 
riportiamo alcune notizie interessanti diret- 
tamente il nostro tema. 

Secondo Klopp e Coll. (2) al trattamento 
cortisonico conseguirebbe un aumento di axe- 
roftolo nel siero di ratto normale e surrenec- 
tomizzato, mentre nelle medesime situazioni 
sperimentali si verificherebbe una caduta del 
contenuto epatico e renale della stessa vita- 
mina (3). Mancano invece per il tocoferolo 
sicuri rilievi. Quanto all’acido ascorbico il 
Chiancone, sottolineando la discordanza dei 
dati sperimentali che giustifica l’attuale insuffi- 
cienza delle nostre conoscenze sui rapporti 
tra acido ascorbico e metabolismo steroideo 
surrenalico, ha, come Harris (4), negato per 
tali rapporti alcun carattere di specificita. 

Le interferenze tra increzione surrenalica 
e ricambio lipidico sono complesse ed a tut- 
t’oggi non esaurientemente chiarite nel loro 
intimo meccanismo. 

Bartolozzi e Francalancia in un recente con- 
tributo su tale argomento (23) hanno oppor- 
tunamente ricordato, ad esempio, che le 
variazioni della colesterolemia dopo tratta- 
mento cortisonico non sono state le stesse 
nelle mani di vari ricercatori, non mancando 
addirittura chi ha sostenuto un effetto ipo- 
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colesterolemizzante di questo steroide (20). 
Dal canto nostro, confermando i primi ri- 
sultati di Bunim e Coll. (22), abbiamo do- 
cumentato che il prednisone induce nell’uomo 
un aumento tardivo e non cospicuo della 
colesterolemia (7) — nella casistica di Ratti (28) 
tale effetto sarebbe addirittura incostante — 
pur esplicando in pazienti con poliartrite cro- 
nica una azione eulipemizzante (ricomparsa 
dell’onda lipidica veloce, ed accentuazione di 
quella media del lipidogramma elettrofore- 
tico; 24). In base a ricerche recenti parrebbe 
non sostenibile un rapporto di causa ad ef- 
fetto tra iperincrezione surrenalica ed atero- 
sclerosi, nonostante le ormai classiche acquisi- 
zioni riguardanti la evenienza, relativamente 
frequente, di un’associazione ipercolesterole- 
mia e lesioni aterosclerotiche nel morbo di 
Cushing: da pit parti si é infatti sostenuto che 
ACTH e cortisone, quantunque iperlipemiz- 
zanti, sono in grado di proteggere”il coniglio 
dalla aterosclerosi sperimentale (6, 15, 25, 30), 
verosimilmente attraverso un meccanismo di 
diminuita permeabilita tessutale (23). 
L’interesse di questi risultati non consente 
comunque, per ora, un loro trasferimento alla 
patologia umana. Ci sembra invece verosimile 
che l’importanza assunta dai mucopolisaccaridi 
macromolecolari nella patogenesi della atero- 
sclerosi (16) e d’altro canto i loro rapporti 
con la situazione funzionale del corticosur- 
rene, consentano di prospettare la opportu- 
nita di ampliare in tal senso le indagini sul 
momento ormonale dell’aterosclerosi. 
Quanto alle interrelazioni tra aterosclerosi 
e vitamine (rimandiamo per la letteratura 
sull’argomento alla recente relazione di Coppo, 
Bonati e Coll.; 9), ricorderemo che accanto 
ai numerosi contributi sugli effetti che queste 
ultime esplicano su talune espressioni della 
vasculopatia aterosclerotica, oltremodo scarse 
sono invece le ricerche riguardanti l’aspetto 
inverso dello stesso problema. E stato cosi 
documentato che il fegato di ratti alimentati 
con dieta ricca in colesterolo dimostra uno 
scarso contenuto in vitamina A (10): a sua 
volta l’omogenato di fegato di ratti sottoposti 
a dieta carente in axeroftolo é incapace della 
sintesi colesterolica (11) pur non verificandosi 
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in tale situazione sperimentale alcuna modi- 
ficazione della colesterolemia (18). 

In recentissime esperienze Blankenhorn e 
Coll. (12) confermando i risultati ottenuti da 
Thomson (17) vari anni addietro, hanno per- 
altro documentato che il contenuto in caro- 
tenoidi nelle placche ateromatose dell’aorta 
umana é proporzionale alla entita delle le- 
sioni aterosclerotiche e all’eta dei soggetti 
esaminati; cosi pure non ci sembra privo 
di significato il fatto che axeroftolo e toco- 
ferolo siano veicolati da quelle beta-lipo- 
proteine (33), di cui sono noti i caratteri- 
stici atteggiamenti nel corso dell’aterosclerosi 
umana. 

Ricordiamo poi che Vannotti e Coll. (13) 
hanno riscontrato che il contenuto in vita- 
mina E dell’aorta toracica ed addominale di 
vecchi arteriosclerotici, é nettamente superiore 
a quello di soggetti giovani: secondo questi 
AA. il tocoferolo veicolato dalle proteine 
giungerebbe all’intima arteriosa fissandosi nella 
placca ateromatosa, dove svolgerebbe suc- 
cessivamente e sinergicamente alla vitamina A 
una certa attivita sulla veicolazione e fissa- 
zione dei lipidi e sulla protezione antiossidativa 
del collageno. In effetti elevati livelli di toco- 
ferolo plasmatico sono stati riscontrati nel- 
l’anziano in talune cardiovasculopatie ed in 
malattie associate ad ipercolesterolemia (14, 
31). Ricordiamo a questo punto che, secondo 
i lavori di Baguena (19), nel coniglio sotto- 
posto ad aterosclerosi sperimentale da cole- 
sterolo, elevati livelli e scarsa 
infiltrazione lipidica della parete arteriosa 
sovente 


RICERCHE PERSONALI 


MaATERIALE E TECNICA 


Abbiamo impiegato 27 conigli albini di eta com- 
presa tra i 6 e gli 8 mesi e di peso variabile tra Kg 2,2 
e 2,5 suddivisi in quattro gruppi a seconda del trat- 
tamento. 


I Gruppo comprendente 6 animali mantenuti per 
35 gg a dieta ricca in colesterolo (ogni animale 
riceveva colesterolo, 1 g al di commisto a 6 g di 
strutto ed addizionato alla dieta base composta di 
crusca, avena ed erba fresca). 
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II Gruppo comprendente § animali trattati per 35 di 
con solo prednisolone (*), somministrato parenteral- 
mente alla dose di 5 mg pro die e pro capite. 


lif Gruppo composto di 6 animali alimentati con 
dieta ricca in colesterolo e trattati con prednisolone 
secondo le modalita pit sopra descritte. 


IV Grupro comprendente 10 animali controllo man- 
tenuti alla stessa dieta base comune ai conigli dei lotti 
precedenti (crusca, avena, erba e strutto) e trattati per 
via parenterale con soluzione fisiologica. Gli animali 
appartenenti a questo ultimo gruppo sono stati a loro 
volta suddivisi a seconda dell’eta (2 mesi e 24 mesi) 
in due sottogruppi: i dati relativi a questi conigli 
sono appunto riportati da una nostra precedente 
pubblicazione (15) in cui avevamo ricercato le riper- 
cussioni che, nell’animale normale, |’eta esplica sul 
contenuto ematico e tessutale delle vitamine da noi 
esaminate anche in questa sede. 


Il prelievo di sangue é stato effettuato previa inca- 
nulazione della carotide: sul plasma si é proceduto 
alla valutazione del £-carotene,. vita- 
mina E ed acido ascorbico: sui vari omogenati 
(acido tricloroacetico 4%) di miocardio, fegato, 
rene € surrene rimossi subito dopo il sacrificio dei 
vari animali, si é proceduto al computo del contenuto 
in vitamina C. Quanto alle metodiche di dosaggio 
abbiamo adottato quella di Dann ed Evelyn per 
la vitamina A, quello di Emmerie e Henghel per la 
vitamina E, di Roe e Kuether per l’acido ascorbico. 
Coi frammenti dei vari tessuti prelevati sono stati 
altresi allestiti preparati istologici ed istochimici. 

Il grado di ateromasia aortica é stato valutato 
macroscopicamente, a seconda della distribuzione e 
della entita delle placche ateromatose. 


RISULTATI 


Dall’esame dell’annessa_ tabella e consi- 
derando i dati relativi ai livelli tessutali ed 
ematici delle vitamine studiate negli animali 
dei vari gruppi comparativamente con quelli 
ottenuti nei controlli (gruppo 4°) rileviamo: 


— nei conigli mantenuti a dieta ricca in 
colesterolo (I Gruppo) l’axeroftolo ed il /-caro- 
tene plasmatici hanno subito nel complesso un 
discreto aumento, particolarmente evidente 
negli animali nei quali l’esame autoptico aveva 
dimostrato un grado cospicuo di ateromasia 
aortica (conigli n. 2 e 4). Elevati e con analoga 


(*) Abbiamo usato una sospensione di acetato di deltacorte- 
nolo al 2,5% gentilmente fornitoci dalla Lepetit S.p.A., che 
qui ringraziamo. 


corrispondenza con il reperto autoptico sono 
stati i tassi plasmatici di tocoferolo. Quanto 
all’acido ascorbico mentre non si sono regi- 
strate significative variazioni del suo conte- 
nuto epatico e cardiaco, chiaramente abbas- 
sati (100% circa) sono risultati i suoi livelli 
plasmatici e surrenalici, modicamente quelli 
renali; non vi é stata alcuna corrispondenza 
tra il comportamento di questa vitamina e il 
grado di ateromasia aortica; 


— il trattamento con solo prednisone 
(II Gruppo) ha indotto un significativo e 
costante aumento dei livelli plasmatici di 
vitamina A e non del f-carotene, un modico 
abbassamento della tocoferolemia e variazioni 
nettissime dell’acido ascorbico, consistenti in 
una sua quasi totale scomparsa dal plasma e 
in una significativa riduzione della sua con- 
centrazione epatica, renale e pitt ancora car- 
diaca: variazioni relativamente pit scarse 
ha subito invece I’acido ascorbico surrenalico; 


— l’associazione del trattamento predni- 
sonico alla dieta ricca in colesterolo (II1 Gruppo) 
ha comportato variazioni nello stesso senso, 
ma meno nette rispetto agli animali del gruppo 
precedente, a carico dell’axeroftolo ed acido 
ascorbico plasmatici. Significativamente ab- 
bassata é risultata la vitamina C nel miocar- 
dio e nei surreni, mentre non ha subito va- 
riazioni degne di nota la tocoferolemia. Anche 
in questo gruppo perd i livelli pid elevati di 
p-carotene, vitamina A ed E sono stati regi- 
strati nei conigli con lesioni aterosclerotiche 
pi: evidenti (conigli n. 12 e 14). 

Infine nel quarto lotto di animali (controlli) 
segnaliamo unicamente una significativa ri- 
duzione, con l’eta, dell’acido ascorbico car- 
diaco. 

Riteniamo che, a questo punto, meritino 
un cenno alcune considerazioni sul ricambio 
lipidico, sul grado di aterosclerosi e sulla mor- 
fologia surrenalica degli stessi conigli. Come 
abbiamo specificato questi dati, a differenza di 
quelli vitaminologici, rivestono un carattere di 
preliminarieta inerente alla entita della casistica 
senza dubbio esigua per consentire un giudi- 
zio definitivo a tale riguardo: in attesa di un 
completamento delle indagini, la loro antici- 
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TABELLA 


PLASMA Acido ascorbico mg % g Grado 
prot glio Kg z mg % cc ateromasia 
CC | | % CC Mg % cc Fegato Rene Cuore Surrene siero 
I Gruppo - Colesterolo (I g al di per 35 di) 
I S I 2.400 | 40.48 | 43.87 Iolo 1.09 22.5 7.2 7.0 187 1260 +—— 
2 S 2 2.§00 | 98.11 116.10 1400 0.68 29.4 13.1 8.1 149 17§0 + + + 
3 S 3 2.350 18.79 34.16 820 I.SI 31.4 9.1 6.2 196 960 —-- 
M 4 2.350 | 70.00 73.23 1200 I.1§ 20.6 9.7 6.8 148 — ++— 
M iI 5 2.200 | 22.30 35.03 920 1.22 23.1 10.2 7.$ 162 1320 +—— 
M 2 6 2.300 56.40 60.00 1000 1.18 24.0 9.8 7.0 146 — +i— 
Valori medi 51.01 60.39 1058 1.13 25.16 9.8 7.41 164.6 1322 
II Gruppo - Prednisolone (§ mg al di per 35 di) 
I 7 2.§00 35.80 89.30 410 0.00 15.0 8.7 1.9 160 — _ 
2 8 2.250 40.00 90.73 447 0.06 12.7 2.9 I.I 271 _ - 
3 9 2.§00 24.20); 83.20 475 0.00 17.0 5.5 0.0 280 —_ _ 
4 10 2.400 2.00 95.40 395 0.04 10.0 4-7 1.1 192 —_ _ | 
4a II 2.200 §0.10 100.00 400 14.6 5.0 1.0 220 
Valori medi 38.42 91.72 425 0.04 10.9 5.3 1.0 224 
III Gruppo - Colesterolo + prednisolone (per 35 di) 
12 2.290 83.86 | 113.25 1190 1.09 31.9 14.2 166 1568 + + + 
13 2.400 40.48 61.42 680 0.12 32.7 3.2 164 1624 
a & 14 2.450 51.42 74.53 894 0.75 21.9 8.7 2.2 gI 1396 ++— 
4 C 15 2.§00 §0.00 | 60.16 800 0.36 27.1 9.9 3.0 183 1320 +—— 
| 
& 16 2.250 49.20 | 53.23 690 0.54 28.4 10.1 4.2 138 1180 
M 2 17 2.200 58.00 60.00 810 0.60 29.0 9.0 2.9 150 _ +—— 
Valori medi 55-49 70.43 844 0.57 28.5 9.9 2.9 148 1417 
| 
IV Gruppo - Controlli (Valori Medi - da Coppo e Bonati; 9). 
a) Conigli giovani (2 mesi) 
18 22 1.§20 | 22.88 | 42.43 696 2.22 26.8 12.6 8.1 396 153 
b) Conigli anziani (24 mesi) 
23 27 3.600 | 29.27 55.53 732 2.46 27.2 12.1 5-5 333 461 


pazione verra effettuata entro limiti sufficienti 
a consentirci un accostamento tra situazione 
vitaminica ed alcuni aspetti dei rilievi meta- 
bolici ed istomorfologici effettuati. 


— Non abbiamo riscontrato una corri- 
spondenza costante tra entita dei tassi coleste- 
rolemici e grado di ateromasia aortica, mentre 
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quest’ultima ci era apparsa correlata ai pit 
elevati livelli vitaminemici A ed E (vedi 


tabella). 


— Limitatamente al periodo di tratta- 
mento non abbiamo notato sostanziali dif- 
ferenze nella intensita del danno vascolare tra 
conigli alimentati con colesterolo e quelli 
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in cui tale dieta era stata associata ad un trat- 
tamento prednisolonico. 


— Nei due stessi gruppi di animali si é 
constatato inoltre, rispetto ai controlli, e pur 
senza una significativa corrispondenza colla 
situazione vitaminica, un cospicuo abbas- 
samento delle a,-lipoproteine ed un aumento 
della colesterolemia e lipemia totale, pit evi- 
denti con I’associazione colesterolo e pred- 
nisolone. 


— Gli esami istomorfologici ed istochi- 
mici, praticati sui frammenti dei vari tessuti, 
ci consentono, per ora, di segnalare una sin- 
golare coincidenza tra entita della atero- 
masia aortica, dell’infarcimento lipidico sur- 
renalico e della steatosi epatica da un lato ed 
elevati livelli di vitamine liposolubili dal- 
l’altro. 


Abbiamo inoltre riscontrato che, nei sur- 
reni, l’abbondante contenuto lipidico si as- 
socia a relativa scarsita del contenuto in acido 
ascorbico (vedi Gruppi I e III); al contrario 
il fegato degli animali trattati con solo pred- 
nisolone, quantunque nettamente impoverito 
in acido ascorbico, non ha evidenziato un 
grado significativo di deposizione grassosa. 


CONCLUSIONI 


Come le premesse, cosi la discussione dei 
risultati enunciati si presta ad essere separa- 
tamente impostata da un punto di vista vita- 
minico, metabolico ed ormonale. 

L’incremento del /'-carotene, dell’axeroftolo 
e del tocoferolo plasmatici nei conigli a dieta 
iperlipidica non ci sembra estraneo al fatto 
che nella biosintesi del colesterolo e dei caro- 
tenoidi si incontra, quale tappa comune, un 
idrocarburo della serie grassa, l’isoprene (34). 
Gli elevati livelli tocoferolemici potrebbero in- 
quadrarsi in una aumentata veicolazione da 
parte delle beta-lipoproteine, solitamente ele- 
vate nell’aterosclerosi sperimentale del coni- 
glio (29; 36). Ricordiamo inoltre che nel- 
luomo é stata riscontrata da Vannotti e Coll. 
una frequente corrispondenza tra gli elevati 
livelli ematici di vitamina E e dei fosfoli- 


pidi (13). 


Le suddette variazioni dei tassi vitaminici 
plasmatici a loro volta correlate « grosso 
modo » al grado di ateromasia aortica, riman- 
dano a quanto da noi citato sulla cospicua 
concentrazione di carotenoidi nelle placche 
ateromasiche nell’uomo anziano (12) ed alle 
recenti osservazioni di Weitzel (32) il quale 
avrebbe riscontrato che vitamina A ed 
esplicano nel pollo un chiaro effetto antiatero- 
sclerotico. 

L’analogo incremento del -carotene e 
della vitamina A nel plasma dei conigli con 
piu evidente ateromasia aortica, non ci con- 
sente infine di interamente ricondurre il nostro 
reperto alla ipofunzione tiroidea, documen- 
tata da Cavallero in tale contingenza (26). Nei 
conigli trattati con solo prednisolone il netto 
aumento dei tassi ematici di axeroftolo si 
inquadra con la generica attivazione del 
metabolismo lipidico indotta dall’ormone, 
mentre la mancanza di variazioni della caro- 
tenoidemia potrebbe essere giustificata da 
un’interferenza dello steroide sulla conversi- 
bilita di questi composti. Di non facile inter- 
pretazione ci sembra invece negli stessi ani- 
mali l’abbassamento della tocoferolemia. 

Particolarmente significative sono state poi 
le variazioni subite dall’acido ascorbico. 

Nei surreni dei conigli mantenuti a dieta 
ricca in colesterolo, lo scarso contenuto in tale 
vitamina si é accompagnato ad una rilevante 
presenza di materiale sudanofilo; in altra sede 
avevamo eseguito analogo rilievo in ratti 
anziani (15). Limitandoci per ora a segnalare 
l’interesse ¢ la costanza del reperto, ci ripro- 
mettiamo in successive indagini di approfon- 
dirne i rapporti con la situazione funzionale 
del surrene nell’ambito patogenetico del pro- 
cesso aterosclerotico. 

Commentando il grave impoverimento in 
acido ascorbico riscontrato nel sangue ¢ nei 
tessuti dei conigli trattati con prednisolone 
diremo che, concordemente alle vedute re- 
centi di vari Autori, ci sembra di poter soste- 
nere che l’intervento degli ormoni surrenalici 
glicoattivi nel metabolismo della vitamina 
non consista in uno specifico effetto surre- 
nalico, ma si estenda genericamente ai vari 
tessuti. Bene inteso tali conclusioni si intendono 
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limitate alle modalita sperimentali da noi adot- 
tate; Butturini e Mancini (35) hanno infatti 
riscontrato che i livelli di acido ascorbico nei 
tessuti del ratto variano in senso opposto a 
seconda della durata del trattamento corti- 
sonico. La mancanza di una cerrelazione tra 
livelli ematici e tessutali di vitamina C e grado 
dell’infarcimento aortico lipidico non ci con- 
sente infine di ritenere che il ricambio del- 
l’acido ascorbico subisca, come quello delle 
vitamine liposolubili, specifiche ripercussioni 
nel corso dell’aterosclerosi sperimentale. 

Riferendoci a risultati precedentemente ot- 
tenuti (15), diremo che nel plasma e in vari 
tessuti del coniglio, non sono documentabili, 
in rapporto all’eta, significative modificazioni 
delle vitamine studiate (vedi in tabella conigli 
controllo). Siamo cosi indotti ad affermare, 
che nel coniglio, invecchiamento fisiologico 
ed ateromasia sperimentale non si ripercuo- 
tono in modo analogo su taluni aspetti del 
ricambio vitaminico. 

Quanto ai rilievi sul metabolismo lipidico 
— riduzione del tasso sierico delle a,-lipopro- 
teine, aumento delle altre frazioni lipidiche 
potenziato dal prednisolone — diremo che gli 
scarsi contributi al riguardo (21; 23) coin- 
cidono con i nostri. La mancanza di un signi- 
ficativo rapporto tra entita dei tassi colestero- 
lemici e grado della ateromasia aortica, non 
ci consente poi di affermare che gli elevati 
livelli di vitamine liposolubili, reperibili nel 
plasma di animali con alterazioni vascolari 
cospicue, siano semplice espressione quanti- 
tativa di un aumentato assorbimento intesti- 
nale del colesterolo e di un suo aumentato 
passaggio in circolo. E invece probabile che il 
grave infarcimento lipidico, epatico e sur- 
renalico, con gli inerenti rimaneggiamenti 
funzionali, documentato in questi casi, non 
sia estraneo alle perturbazioni metaboliche 
e vitaminiche da noi riscontrate. 

Concludiamo precisando ancora che i ri- 
sultati esposti in questa nota si intendono li- 
mitati al periodo di osservazione, relativa- 
mente breve, come abbiamo detto, per uno 
studio sull’aterosclerosi dietetica del coniglio; 
esso é stato da noi prescelto in quanto eravamo 
animati dal tentativo di ricercare, tra i nostri 
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rilievi, argomenti patogenetici od espressioni 
metaboliche correlabili con la precocita di 
incidenza e con la entita della vascolopatia 
iperlipidica. In effetti le presenti esperienze 
hanno risposto, almeno in parte, a tale scopo. 


RIASSUNTO 


In conigli a dieta ricca in colesterolo associata o 
meno a trattamento prednisolonico si ¢ documentato 
un abbassamento dei tassi ematici e surrenalici di 
vitamina C ed un aumento dei livelli plasmatici di 
axeroftolo e tocoferolo, grosso modo correlati al 
grado di ateromasia aortica. Il solo trattamento 
prednisolonico induce un netto impoverimento di 
contenuto in vitamina C nel plasma e in vari tessuti. 
Viene inoltre discusso il significato di alcuni rilievi 
di carattere metabolico e di un loro accostamento 
con la situazione vitaminica. 


RESUME 


Influence de la prednisolone sur les taux sanguins et 
tissulaires des vitamines A, C et E chez le lapin main- 
tenu a un régime hypercholestérolémiant. 


Chez des lapins maintenus 4 un régime riche en 
cholestérol et associé ou non 4 un traitement predni- 
solonique les auteurs ont mis en évidence un abais- 
sement des taux sanguins et surrénaliens de vita- 
mine C et une élévation des taux plasmatiques 
d’axérophtol et tocophérol, en quelque sorte liés au 
degré d’athéromasie aortique. Le traitement pred- 
nisolonique détermine 4 lui seul une franche dimi- 
nution de la concentration de vitamine C dans le 
plasma et dans différents tissus. Les auteurs discutent 
en outre la signification de certaines constatations de 
nature métabolique, vraisemblablement liées a la 
situation vitaminique. 


SUMMARY 


The influence of prednisolone on blood and tissural levels 
of vitamins A, C and E in rabbits on hypercholesterol 
diets. 


Rabbits kept on a diet rich in cholesterol asso- 
ciated or not with prednisolone treatment showed 
a lowering of the blood and adrenal levels of vita- 
min C and an increase in the plasmatic ones of axer- 
ophthol and tocopherol, roughly correlated with 
the degree of aortic atheromasia. Prednisolone treat- 
ment alone produces marked improvement in the 
vitamin C content of the plasma and various tissues. 
Furthermore, the significance of some observations 
of metabolic character is discussed, along with their 
linkage to the vitamin situation. 
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ZUSAMMENFASSUNG 


Ueber den Einfluss des Prednisolons auf den Blut-und 
Gewebsspiegel der Vitamine A, C und E des mit 
Hypercholesterindmie erzeugendem Futter erndhrten 
Kaninchens. 


An mit cholesterolreichem Futter ernahrten Kanin- 
chen mit oder ohne Prednisolonbehandlung wurde 
eine Herabsetzung des Blut-und Nebennierengehaltes 
an Vitamin C und ein Anstieg des Plasmaspiegels 
von Axerophtol und Tocopherol, welche ungefahr 
dem Grad der jeweiligen Aortensklerose entsprachen, 
festgestellt. Die Prednisolonbehandlung allein ruft 
eine deutliche Verarmung des Plasmas und verschie- 
dener Gewebe an Vitamin C hervor. Es werden 
dann die Bedeutung einiger festgestellter Stoffwech- 
selveranderungen und ihre Beziehungen zur Vita- 
minlage besprochen. 


RESUMEN 


Influencia de la prednisolona sobre los niveles hemdticos 
y tisulares de las vitaminas A, C y E en el conejo 
sometido a dieta hipercolesterolemizante. 


En conejos sometidos a dieta rica en colesterol 
asociada o no a tratamiento prednisolonico se ha 
observado un descenso de los niveles hematicos y 
suprarrenales de vitamina C y un aumento de los 
niveles plasmaticos de axeroftol y tocoferol en 
cierto modo ligados con el grado de ateromatosis 
adrtica. El tratamiento prednisolénico por si solo 
provoca un empobrecimiento neto del contenido en 
vitamina C del plasma y de los diversos tejidos. 
Se discute ademas el significado de algunos hallazgos 
de caracter metabdélico verosimilmente ligados a 
la situacién vitaminica. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI MODENA 


(Direttore: Prof. M. Coppo) 


Aspetti biologici, istochimico-enzimatici e vitaminologici 
della interferenza prednisonica e prednisolonica 
sul danno renale sperimentale 


B. BONATI - A. BERGAMINI - F. SQUADRINI - G. B. RANCATI 


Una relazione svolta da alcuni di noi (Ber- 
gamini e Bonati; 1) nel corso del X Congresso 
della Societa Italiana di Reumatologia riguar- 
dava l’interferenza del prednisone e predni- 
solone sulla funzione renale e comprendeva 
una serie di ricerche condotte sul piano clinico 
e su quello sperimentale. Queste ultime, am- 
pliate e corredate di nuovi dati, vengono ri- 
ferite in questa sede. 

Quanto alla bibliografia sui rapporti tra 
surrene e funzionalita renale, rimandiamo 
senz’altré alla gia citata relazione ed a nostre 
precedenti pubblicazioni (2). 

Intendiamo segnalare qui i recenti contri- 
buti di Galeone (3), Lamperi e Cheli (4), 
Avezzu, Fiaccadori e Scarpioni (5) parti- 
colare significato per noi in quanto relativi 
alla situazione enzimatica renale nel corso 
di vari tipi di danno sperimentale, alla in- 
fluenza degli ormoni surrenalici (DOCA e 
cortisone) ed alle ripercussioni morfologiche 
ed enzimatiche della associazione del danno 
renale col trattamento ormonale. Nel corso 
della discussione dei nostri risultati avremo 
piu volte occasione di richiamarci a quelli 
ottenuti dai citati AA., al fine di poterci fon- 
damentalmente riferire a dei termini gia 
acquisiti per un confronto tra le azioni svolte, 
nell’ambito renale, dal prednisone e dal pred- 
nisolone e quelle gia accertate per altri ste- 
roidi surrenalici. 


RICERCHE PERSONALI 


E stata studiata nel ratto linfluenza che predni- 
sone e prednisolone a dosi varie esplicano sulla diu- 
resi, sul peso e morfologia del rene, sul comporta- 
mento istochimico e biochimico di alcune attivita 
enzimatiche del tessuto renale e sulla eliminazione 
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di talune vitamine. Le stesse modalita sperimentali 
sono state adottate per ricercare l’influenza di questi 
ormoni sul rene in condizioni di danno tessutale 
da sostanze attivamente nefrotossiche. 

Ci proponevamo anzittutto un confronto tra l’at- 
tivita svolta dai due composti steroidei entro quei 
limiti di dosaggio in cui solitamente @ compresa la 
loro posologia in campo umano. In secondo luogo 
intendevamo portare un contributo alla conoscenza 
del meccanismo biologico ed enzimatico con cui 
questi farmaci possono variamente esplicare effetti 
benefici oppure dannosi sul rene e su talune nefro- 
patie sperimentali ed umane spontanee. 

Nell’impostare le nostre ricerche abbiamo scelto 
come fattore nefrotossico il nitrato di uranile, perché 
offre un comportamento riproducibile con co- 
stanza e tipicita di effetti. Ci siamo senz’altro attenuti 
alla somministrazione ormonale preventiva ed ab- 
biamo cercato in generale di riprodurre le condi- 
zioni sperimentali adottate da Lamperi e Cheli, onde 
potere adeguatamente procedere ad un confronto 
con gli analoghi effetti svolti dal cortisone. 

Le ricerche sono state compiute su 64 ratti albini, 
Wistar, maschi adulti, del peso medio di 180 g ap- 
partenenti allo stesso allevamento, nutriti con dieta 
equilibrata standard ed abbeverati «ad libitum»; a 
seconda del trattamento gli animali vennero suddi- 
visi in otto lotti di 8 ratti ciascuno. 

Tre gruppi ricevettero: 


prednisone : 0,§ mg/Kg/die (corrispondenti a 35 
mg pro die in un uomo di 70 chili) 

prednisone : 5 mg/Kg/die 

prednisolone : 5 mg/Kg/die 


Tutti questi animali furono trattati per 15 gg (*). 

Altri 3 gruppi, ugualmente trattati, vennero intos- 
sicati in decima giornata con nitrato di uranile, 
mediante somministrazione endovenosa di una dose 
unica pari a 3 mg/Kg e sacrificati come gli altri per 
decapitazione in 15* giornata. 


(*) Rendiamo noto che parte delle indagini sperimentali ¢ 
stata eseguita nei Laboratori della Lepetit S.p.A. 

Il prednisone ed il prednisolone impiegati nelle nostre ricer- 
che ci sono stati forniti dalla stessa Casa Farmaceutica che qui 
ringraziamo. 


| 35 
hili) 


(*). 
itos- 
nile, 
dose 
| per 


tali ¢ 


ricer- 
qui 


Prednisolone 
ko 


+ 


N 
O 


Prednisone 


4 
a 


dies 

~ | 

Noni Prednisone 
20] 5mg./kg. 


10; 


6 
Giornata di trattamento. 


1 


Fig. 1 - Comportamento della diuresi in ratti pretrattati con prednisone e prednisolone 


ed intossicati con sali di uranio (linea tratteggiata). 
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Un settimo lotto di ratti ricevette soltanto nitrato 
di uranile ed un ultimo gruppo di animali, non trat- 
tati, servi di controllo. 

Per la raccolta delle urine effettuata nel corso delle 
esperienze in 6 ratti di ogni gruppo, ci siamo serviti 
di gabbie da metabolismo, ponendovi tre animali 
per ogni gabbia. 

Come gia abbiamo accennato le ricerche effet- 
tuate sono state di ordine biologico, istochimico, 
enzimatico e vitaminologico. 


1) Ricerche biologiche. 


Nella grafica di cui a fig. 1 é riportato il compor- 
tamento della diuresi media nei vari gruppi di animali. 

Tanto il prednisone che il oeabdellene esplicano 
un effetto diuretico precoce, non intenso, indipendente 
dalle dosi adottate. Proseguendo nel tempo il trat- 
tamento ormonale, solo T prednisone a dosi elevate 
comporta un ulteriore progressivo aumento della 
diuresi registrandosi se mai per il prednisolone un 
effetto opposto. L’intossicazione con sali di uranio 
induce, nei controlli, una cospicua poliuria che gia 
evidente dopo le prime 24 h, giunge in 4* giornata a 
quintuplicare i valori diuretici basali. Tale poliuria 
viene limitata dal trattamento preventivo con gli 
steroidi surrenalici e particolarmente da quello con 
prednisolone (vedi fig. 1). 

Il computo del peso dei reni appartenenti ai vari 
animali (nella tab. I viene riferito il peso medio del- 
lorgano per ogni gruppo), ha consentito di rilevare 
che lintossicazione con uranio comporta un aumento 
costante del peso del rene e che la somministrazione 
preventiva degli ormoni steroidei non esplica a tale 
riguardo alcun effetto protettivo; cosi pure il peso 
dell’organo non viene modificato dal semplice trat- 
tamento ormonale. 


TABELLA I - Peso renale medio (in mg). 
Predni- 


solone 
§ mg/Kg 


Prednisone Prednisone 


0,5 mg/Kg 5 mg/Kg Controlli 


1467 +62 1460+49 1§50+30 1400 + §0 ratti intossicati 
con uranio 


1198 + 36 1135 +10 1291 +22 1223 + 9 ratti non intos- 


sicati 


2) Ricerche istologiche ed istochimiche. 


Su frammenti di rene dei vari animali sono stati 
allestiti preparati per i seguenti esami: a) esame 
istologico standard; b) preparati istochimici per la 
reazione di Hotchiss - McManus (PAS); c) prepa- 
rati istochimici per la deidrogenasi succinica secondo 
il metodo di Straus al T.T.C.; d) saggio dell’attivita 
fosfatasica alcalina ed acida secondo la metodica di 
Gomori; e) saggio dell’attivita lipasica secondo il 
metodo di Gomori modificato da Ignesti e Curri. 


16 


Lo studio dei vari preparati ci consente le seguenti 
considerazioni: 


dal punto di vista istomorfologico non sono stati evi- 
denziabili modificazioni importanti a seguito di trat- 
tamento con dosi basse di ormoni, se si eccettuano 
incostanti e localizzati fatti di degenerazione torbida 
delle cellule tubulari. Dosi elevate sia di prednisone 
che di prednisolone determinano invece fenomeni 
degenerativi di grado sensibile ed a sede prevalente- 
mente tubulare (fig. 2). Le cellule dei tubuli contorti 
appaiono infatti diffusamente granulose, con bordo 


Fig. 2 - Rene di ratto trattato con prednisolone a dosi elevate 
(ematossilina-eosina-orange). Fatti degenerativi a carico dei 
tubuli, di discreta entita. 


interno sfrangiato, talora desquamanti nel lume 
tubulare, ove é dato di riscontrare ammassi di cellule 
degenerate: a carico dei glomeruli nessuna lesione 
importante: raramente dilatazione dello spazio capsu- 
lare e congestione capillare. Risulterebbe pertanto 
confermata, in accordo a quanto documentabile nella 
clinica, la prevalenza istologica della componente 
tubulare nell’azione di questi farmaci. 

Abbiamo inoltre documentato che il trattamento 
ormonale preventivo non impedisce il danno istolo- 
gico provocato dai sali di uranio: si ha al contrario 
l’impressione che alla somministrazione delle dosi pit 
elevate consegua una sommazione di effetti negativi. 
Le lesioni prevalentemente tubulari ottenute con la 
somministrazione del tossico sono apparse analoghe 
a quelle descritte da altri Autori; necrosi e sfaldamento 
delle cellule con tubuli di aspetto « vuoto », cilindri 
ed ammassi amorfi raccolti nel lume tubulare, ac- 
canto ad una modica ipernucleosi od infiltrazione 
parvicellulare dei glomeruli. I] trattamento predniso- 
nico e prednisolonico non ha modificato gli aspetti 
del danno necrotico descritto: questi ci sono al contra- 
rio apparsi forse aggravati, non certo protetti (fig. 3). 

Dal punto di vista istochimico, @ risultato invece 
un certo effetto protettivo, in analogia con i risul- 
tati ottenuti da Lamperi e Cheli nei riguardi del 
cortisone. 


Fi 
ed 
de 


| 


elevate 
co dei 


lume 
cellule 
lesione 
capsu- 
‘rtanto 
e nella 
onente 


mento 
istolo- 
ntrario 
osi pit 
-gativi. 
con la 
aloghe 
amento 
cilindri 
re, ac- 
razione 
edniso- 
aspetti 
contra- 
(fig. 3). 
invece 
i risul- 
di del 


Fig. 3 - Rene di ratto trattato con prednisolone a dosi elevate 

e intossicato con uranio (ematossilina-eosina-orange). Im 

nente tubulo-necrosi analoga, se non pili grave, a quella docu- 
mentabile in animali trattati col solo uranio. 


Degno di particolare rilievo é il fatto che cid si 
verifica soltanto o prevalentemente con dosi basse 
di prednisone, mentre quelle elevate di entrambi gli 
steroidi esercitano piuttosto un effetto peggiorativo. 
Tale conclusione viene giustificata dal comporta- 
mento istochimico del contenuto cellulare in glico- 
geno, studiato mediante la reazione all’acido perio- 
dico di Schiff e si accorda con quanto diremo suc- 
cessivamente a proposito del comportamento bio- 
chimico delle attivita tributirrino-esterasica ed ade- 
nosintrifosfatasica. 

Nei nostri preparati, su ratti normali, la reazione 
al PAS si presenta secondo le caratteristiche note e 
cioé intensa nelle membrane basali e pareti glomerulari 
e presente nelle cellule tubulari, sia come colorazione 


Fig. 4 - Rene di ratto trattato con prednisone a dosi deboli 

ed uranio (colorazione di Hotchiss-McManus). Persistenza 

dell’affinita tintoriale al PAS nonostante il cospicuo grado di 
compromissione parenchimale. 


debole diffusa, sia con disposizione granulare tipi- 
camente a spazzola sul bordo distale della cellula. 
L’intensita della colorazione viene notevolmente 
ridotta dalla necrosi da uranio. Il prednisone alla dose 
di mg o,5/Kg protegge I’affinita tintoriale delle cel- 
lule, riscontrandosi negli animali trattati un’inten- 
sita di colorazione all’incirca pari a quella di ratti 
normali, nonostante che la struttura del tessuto e la 
stessa distribuzione degli elementi PAS _positivi 
appaia sconvolta e disordinata (fig. 4). Le dosi ele- 
vate non si dimostrano al contrario efficaci in senso 
protettivo; i preparati mostrano una colorazione de- 
bolissima, quanto e forse pit: di quelli degli animali 
trattati con solo uranio (fig. 5). 

Non abbiamo rilevato alcuna significativa variazione 
del comportamento istochimico della succino-deidrasi, 
mentre lattivita lipasica pi o meno intensa ci é ap- 
parsa limitata alle cellule dei tubuli (fig. 6). La rea- 


Fig. 5 - Rene di ratto trattato con prednisolone a dosi elevate 

e con uranio (colorazione di Hotchiss-McManus). Scarsa af- 

finita tintoriale al PAS, non dissimile da quella riscontrabile 
ne] danno da solo uranio. 


zione per la fosfatasi alcalina ridotta, ma non abolita 
dopo intossicazione con uranio, ha subito un aumento 
dopo trattamento ormonale intensivo (fig. 7 e 8), 
in accordo ai risultati di recenti esperienze anche 
di carattere biochimico (8, 9). 


3) Ricerche biochimico-enzimatiche. 


Queste indagini sono state condotte in collabora- 
zione con I’Istituto di Patologia Generale di Modena 
diretto dal prof. Aloisi. 

Sull’omogenato di rene dei vari animali sono state 
saggiate le seguenti attivita enzimatiche: 

ATPasi, lipasi e gruppi SH. 

Per la descrizione delle relative metodiche di do- 
saggio rimandiamo ad una nostra pubblicazione ri- 
guardante tale specifico argomento (5). 

Nella grafica di cui alla fig. 9 sono riassunti i ri- 
sultati ottenuti. 
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Fig. 6 - Rene di ratto trattato con prednisone (preparato isto- 

chimico per I’attivita lipasica secondo Gomori). La reazione é 

limitata ai soli tubuli. Non risultano dall’apprezzamento isto- 

chimico, le fini differenziazioni rivelate dalla indagine biochimica 
(vedi grafica fig. 9). 


Né il prednisone né il prednisolone determinano 
chiare modificazioni dell’attivita adenosintrifosfatasica. 
L’azione tossica dell’uranio comporta una diminu- 
zione del 40% di tale attivita: il trattamento ormo- 
nale comunque effettuato si é dimostrato costante- 
mente in grado di discretamente ridurre la entita del 
danno enzimatico. 

Notevole compromissione a seguito di intossica- 
zione con sali di uranio ha subito anche lattivita li- 
pasica (tributirrinoesterasi) del rene. 

Particolare interesse assume a tale proposito il 
fatto, che una evidente riduzione dell’attivita enzi- 
matica consegue alla somministrazione degli stessi 
ormoni e particolarmente a quella di prednisolone 
in dosi elevate. Viene cosi giustificata la mancanza 


Fig. 7 - Rene di ratto intossicato con solo uranio (reazione istochi- 
mica per la fosfatasi alcalina secondo Gomori). Accanto al cospicuo 
danno tubulare si segnala la persistenza dell’attivita enzimatica. 
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a tale riguardo di una azione protettiva di tali com- 
posti; al contrario sembra verificarsi in alcuni casi 
una somma di effetti tossici sino ad aversi una com- 
promissione estremamente grave dell’attivita lipasica 
negli animali intossicati con uranio e trattati con 
prednisolone. 

Riteniamo inoltre che una singolare analogia di 
comportamento ha evidenziato l’attivita lipasica del 
fegato di questi stessi animali. 

In nessun caso l’esame dei gruppi sulfidrilici (pre- 
senti nel parenchima renale in una quantita media 
pari a mg 91,2 + 4 di glutatione % g di rene), 
ha messo in evidenza alterazioni degne di nota. 


4) Indagini vitaminologiche. 


E stato indagato il comportamento dell’eliminazione 
urinaria di talune vitamine (acido ascorbico e nico- 


Fig. 8 - Rene di ratto trattato con dosi elevate di prednisone 
(reazione istochimica per la fosfatasi alcalina secondo Gomori). 
La reazione appare particolarmente intensa. 


tinico) nel mantenimento della cui omeostasi sem- 
brano parimenti coinvolti lo stato funzionale del rene 
e quello del corticosurrene. 

Su singole raccolte di urine delle 24 h sono stati 
valutati l’acido ascorbico urinario secondo la meto- 
dica di Roe e Kuether ed i presunti metaboliti del- 
l’acido nicotinico (trigonelline secondo Ciusa e 
Pasquali ed N,-metilnicotinamide secondo Huff e 
Perlzweig; vedi tab. Il). 

Il prednisone ed il prednisolone sono stati in grado 
di contrarre i livelli ascorbinurici particolarmente evi- 
dente essendo tale fenomeno con Ponies di dosaggi 
elevati e limitatamente alla prima settimana di trat- 
tamento: dopo tale periodo la eliminazione urinaria 
della vitamina ritorna a livelli analoghi a quelli basali 
o modicamente eccedenti. Nei riguardi della escre- 
zione delle trigonelline e della Ni-metilnicotinamide é 
stata notata una tendenza al loro aumento peraltro 
non significativo e comunque non rapportabile per 


enti 
sog 
L 
un 
bic 
dell 
Il 
gli 


> 
4. » if = 
clit 
col 
s 
| 
| 
$ 
¢ 


entita a quello che noi stessi abbiamo riscontrato in 
soggetti umani analogamente trattati (7). 

La somministrazione di nitrato di uranile induce 
un cospicuo aumento della escrezione di acido ascor- 
bico e delle trigonelline urinarie ed uno pitt modesto 
della N,-metilnicotinamide. 

Il trattamento ormonale preventivo e in particolare 
gli elevati dosaggi di prednisone hanno limitato, 
nei ratti sottoposti a nefrosi sperimentale, la perdita 
urinaria di vitamina C; fenomeno analogo, se pur 
meno evidente, é stato rilevato nei riguardi della eli- 
minazione di N,-metilnicotinamide mentre non ¢é 
stata influenzata quella di trigonelline. 


CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE 


Come era prevedibile in base alle esperienze 
cliniche, i risultati delle presenti indagini 
confermano sotto vari aspetti l’interesse ed 


il significato delle ripercussioni renali svolte 
dai nuovi steroidi surrenalici di sintesi. 

Abbiamo avuto anzittutto l’impressione che 
gli effetti del prednisone e prednisolone non 
siano sempre sovrapponibili. In secondo luogo 
abbiamo documentato |’importanza delle dosi 
nel determinismo di tali effetti: abbiamo in- 
fine assistito alla possibilita di una dissocia- 
zione tra situazione morfologica renale e 
quella istochimico-enzimatica. 

Diremo specificatamente che l’azione diu- 
retica del prednisone é risultata pit intensa 
di quella svolta dal prednisolone. Degno di 
interesse ¢ comunque il fatto che entrambi 
gli steroidi somministrati preventivamente 
siano stati in grado di limitare la imponente 
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Fig. 9 - Comportamento biochimico di varie attivita enzimatiche renali a seguito di trattamento 
ormonale ed intossicazione con sali di uranio (da Azzone, Bonati e Coll.; 6). 
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TABELLA II - Eliminazione urinaria di acido ascorbico, trigonelline ed Ni-metilnicotinamide in ratti intossicati 
con nitrato di uranile e pretrattati con prednisone e prednisolone. 


Giomata Prednisolone Prednisone 
di trat- Keldi Kel/di 
tamento mg 5/Kg/die mg 0,5/Kg/die 
a) a. ascorbico — mg/24 h/ratto 
I 2,5 
Ill 2,3 
VI 1,4 
x N. uranile N. uranile 
XI 4,2 2,1 355 
XIV 9,1 2,6 12,6 
b) N,-metilnicotinamide y/24 h/ratto 
I 120 
Ill 160 
VI 145 
4 N. uranile N. uranile 
XI 340 137 182 
XIV 230 210 330 
c) Trigonelline mg/24 h/ratto 
I 2,7 
Il 3,8 
VI 3 
xX N. uranile N. uranile 
| XI 4 2,9 4.1 


XIV 8,1 3,9 9,2 


poliuria che consegue alla tubulo-nefrosi da 
sali di uranio: cid che rimanda alla possibi- 
lita di una loro interferenza protettiva nei 
riguardi della grave compromissione enzi- 
matica tubulare che si verifica in tale contin- 
genza. 

L’esame dei vari preparati ci ha consentito 
di affermare che le ripercussioni istomorfo- 
logiche del trattamento prednisonico o pred- 
nisolonico non ricalcano quelle descritte da 
altri per il cortisone. Infatti gli aspetti con- 
gestizi ed emorragici del sistema capillare 
glomerulare sono apparsi assai modesti ¢ 
trascurabili; né é stata riscontrata alcuna le- 
sione a tipo nodulare della membrana basale. 
Hanno invece prevalso le note degenerative 
a sede tubulare, particolarmente evidenti con 
gli elevati dosaggi ed a conferma istologica 
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2,3 1,9 2,2 
2,7 2,4 3 
1,6 0,8 2,5 
N. uranile N. uranile 
2,2 2,6 2,3 3.7 2,9 
1,8 5,7 3 I2 1,9 
122 go 145 
157 gI 114 
100 74 
N. uranile N. uranile 
198 140 180 380 100 
170 157 130 460 170 
1,9 2,1 2,2 
2,5 1,9 2,4 
2,2 1,9 
N. uranile N. uranile 
3 6 3 3 2 
3 8 32 | 89 3 


delle caratteristiche funzionali eminentemente 
tubulari di questi farmaci. 

La sommazione di effetti morfologici ne- 
gativi negli animali intossicati e pretrattati 
intensivamente con ormoni si accorda con 
quanto riportato nella letteratura a proposito 
del cortisone, capace di indurre una sensibi- 
lizzazione verso noxae diverse (allossana, 
tossina streptococcica, siero antirene); si ac- 
cordano inoltre con i dati morfologici i nostri 
rilievi ponderali: l’aumento del peso renale 
negli animali trattati con uranio, verosimile 
espressione di un edema reattivo, non viene 
protetto dal trattamento con tali farmaci. 

Di particolare significato stata invece 
la mancanza di una omogeneita tra rilievi 
morfologici e quelli istochimici ed enzimatici 
concretantesi a sua volta in un certo effetto 
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protettivo svolto dal prednisone in taluni 
casi. Intendiamo riferirci al mantenimento di 
una netta positivita della reazione al PAS negli 
animali intossicati e trattati con prednisone 
a dosi modeste; analogo il comportamento 
della adenosintrifosfatasi. A conferma della 
discutibile innocuita dei dosaggi elevati di 
prednisolone segnaliamo invece una com- 
promissione dell’attivita lipasica. Concludendo 
a tale specifico riguardo diremo che le espres- 
sioni istomorfologiche dell’effetto prednisonico 
© prednisolonico sul rene, non rispecchiano 
la complessita delle modificazioni enzimatiche 
che vi conseguono, potendo queste essere 
orientate in senso diverso a seconda delle dosi e 
dello steroide impiegato ed anche giustificare 
un effetto protettivo ormonale su taluni aspetti 
del danno renale da uranio. 

Commentando brevemente i rilievi vita- 
minologici, diremo infine che nelle nostre 
esperienze l’acido ascorbico ha subito varia- 
zioni analoghe a quelle descritte da altri per 
(10). La svolta partico- 
larmente dal prednisone sulla abnorme per- 
dita urinaria d vitamina C e su quella meno 
rilevante di N,-metilnicotinamide dopo in- 
tossicazione con uranio non é interamente 
riferibile alle gia citate variazioni della diuresi 
e rimanda, con ogni verisimiglianza, ad una 
interferenza del farmaco sulla clearance renale 
di questa vitamina e del metabolita dell’acido 
nicotinico. 

Nel complesso il nostro studio sperimen- 
tale ci consente di confermare l’interesse e al 
contempo la complessita dei rapporti che 
intercorrono tra i nuovi steroidi di sintesi 
e la funzione renale. Esso ci consente di con- 
fermare alcuni fatti gia noti per il cortisone 
e di segnalarne altri di indubbia importanza 
pratica: cosi ad esempio alcuni aspetti negativi 
conseguenti a elevati dosaggi del prednisolone 
meritano conferma e controllo nella speri- 
mentazione sull’uomo. 

Ci ripromettiamo pertanto che le nostre 
conclusioni possano contribuire a chiarire ed 
limitare cautelativamente _|’applicazione 
terapeutica di questi farmaci, precisandone le 
modalita e gli schemi di un trattamento ot- 
timale. 


RIASSUNTO 


E stato indagato in ratti albini il comportamento 
della diuresi, di talune attivita enzimatiche renali e 
della eliminazione di alcune vitamine dopo intossi- 
cazione con sali d’uranio e trattamento preventivo 
con prednisone e prednisolone. Nella discussione 
dei risultati ottenuti si segnala, tra l’altro, la non 
identita di effetti svolta hai due steroidi, l’azione 
protettiva dei dosaggi pitt bassi nei riguardi di ta- 
luni aspetti del danno enzimatico renale da uranio 
ed alcune ripercussioni dannose di un trattamento 
massivo. 


RESUME 


Aspects biologiques, histochimio-enzymatiques et vita- 
minologiques de Vinterférence prednisonique et pred- 
nisolonique dans l’atteinte rénale expérimentale. 

Les auteurs ont étudié chez des rats albinos le com- 
portement de la diurése, de certaines activités enzy- 
matiques rénales et de l’élimination de certaines 
vitamines aprés intoxication par sels d’uranium et 
traitement préventif par prednisone et prednisolone. 
Dans la discussion des résultats obtenus on signale, 
entre autre, la non identité des effets exercés par les 
deux stéroides, l’action protectrice que les doses 
plus faibles exercent vis-a-vis de certains aspects 
de l’atteinte enzymatique rénale par uranium et 
certaines répercussions nocives d’un_ traitement 
massif. 


SUMMARY 


Biological, histochemical-enzymatic and vitaminological 
aspects of prednisone and prednisolone interference 
on experimental renal damage. 

Observations have been carried out on albino 
rats regarding the behaviour of diuresis, some renal 
enzymatic activities and the elimination of various 
vitamins after poisoning with uranium salts and 
prophylactic treatment with prednisone and pred- 
nisolone. In the discussion of the results obtained, 
emphasis is laid upon the non-identical effects of 
the two steroids, or the protective action of lower 
doses in respect to some aspects of renal enzymatic 
damage due to uranium, and on some damaging 
repercussions of massive treatment. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Biologische und histochemische Erscheinungen, Enzyme 
und Vitamine bei Prednison-und Prednisolonwirkung 
auf experimentelle Nierenschddigungen. 

Es wurde an weissen Ratten das Verhalten der 
Diurese, einiger Nierenenzymtitigkeiten und der 
Ausscheidung einiger Vitamine nach Uraniumsalz- 
vergiftung und Prednison-und Prednisolonvor- 
behandlung untersucht. Bei der Besprechung der 
erzielten Ergebnisse werden, unter Anderem, die 
Wirkungsunterschiede beider Steroide, die Schutz- 
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wirkung kleinerer Dosen auf einige Teilerscheinungen 
der durch Uranium erzeugten Nierenschadigug und 
einige schaidliche Riickwirkungen einer massiven 
Behandlung hervorgehoben. 


RESUMEN 


Aspectos bioldgicos, histoquimico-enzimaticos y  vita- 
minologicos de la interferencia prednisonica y predni- 
solénica en el dafio renal experimental. 

Se indaga en ratas albinas el comportamiento de 
la diuresis, de algunas actividades enzimaticas renales 
y de la eliminacién de algunas vitaminas después 
de intoxicacién con sales de uranio y tratamiento 
preventivo con prednisona y prednisolona. En la 
discusion de los resultados obtenidos se sefiala 
entre otras cosas la no identidad de los efectos 
ejercidos por los dos esteroides, la accién protectiva 
de las posologias mas bajas respecto a algunos aspectos 
del daiio enzimatico renal por uranio, y loues 
repercusiones nocivas de un tratamiento masivo. 
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Il contenuto di coenzima A del fegato 
in rapporto con laccumulo lipidico 


V. FERRARI 


La conoscenza dell’intima partecipazione 
dell’acido pantotenico, nella sua forma fun- 
zionale di coenzima A (CoA), al metabolismo 
lipidico (Lipmann, 1953; Mahler, 1953; Ly- 
nen, 1954 € 1955; Bargoni, 1955), ha confe- 


‘ rito particolare interesse allo studio della con- 


centrazione di questo coenzima in condizioni 
di abnorme accumulo di grasso nel fegato. 

Gia il Villa (1955, pp. 384-387), riferendo 
le ricerche della Sua Scuola sul contenuto 
di vitamine B,, B, e acido pantotenico del 
fegato in seguito a varie intossicazioni spe- 
rimentali (CCl, rapida, CCl, lenta, Ama- 
nita tossina, endotossina di S. typhimurium), 
segnalava come le deplezioni pit evidenti 
fossero rilevabili proprio a carico della vita- 
mina del CoA, I’acido pantotenico. 

Altre ricerche sperimentali, compiute pid 
espressamente su questo coenzima, hanno 
dimostrato che sia la steatosi dietetica (Tur- 
chetto, Sanguinetti e Rossi, 1955) sia la steatosi 
tossica da CCh (Severi e Fonnesu, 1956) si 
accompagnano ad un forte decremento del 
CoA epatico, dell’ordine di circa il 60% nella 
prima condizione e di circa il 30% nella 
seconda. Risultati analoghi, in entrambe 
queste condizioni, sono stati ottenuti da 
Garattini, Morpurgo e Passerini (1955), le 
cui ricerche si riferiscono anche alla steatosi 
tossica prodotta da agenti diversi (piridina, 
arseniato, N-metilformamide). 

Una notevole diminuzione del CoA @ 
stata pure osservata nel fegato del cane a se- 
guito di pancreasectomia (Pontremoli, Ivaldi 
e Dulio, 1955), indipendentemente dall’istitu- 
zione 0 meno di un trattamento con insulina. 

Data la notevole importanza che il com- 
portamento del CoA, in condizioni atte a 


determinare accumulo lipidico nel fegato, 
potrebbe assumere per contribuire a spie- 
gare tale alterazione e a differenziarne le varie 
forme patogenetiche, mi é parso interessante 
estendere lo studio ad un/altra condizione 
che, per l’assenza di cause nutrizionali esogene 
© tossiche, poteva avere un suo particolare 
valore indicativo, vale a dire linfiltrazione 
grassa del fegato rigenerante per epatecto- 
mia parziale. Mi é parso inoltre utile cogliere 
l’occasione della presente ricerca per una 
breve discussione unitaria dei dati sperimentali 
e clinici di cui si dispone, in ordine al pro- 
blema generale di un possibile ruolo pato- 
genetico di una deficienza locale di CoA 
nell’accumulo lipidico nel fegato. 


PARTE SPERIMENTALE 
EsPERIMENTI E METODI 


Ratti albini, maschi, adulti, del peso di circa g 350, 
sono stati parzialmente epatectomizzati secondo la 
tecnica abituale (Higgins e Anderson, 1931). In 
questo gruppo di animali, i lobi asportati (sinistro 
e mediano) corrispondevano al 68,5°% del peso 
totale del fegato ed i residui al 31,5°% (valori fis- 
sati su 10 ratti dello stesso gruppo sacrificati allo 
scopo). Per calcolare quindi, sui ratti operati, il peso 
totale epatico all’intervento (tempo zero) si molti- 
plicava il peso dei lobi asportati 1,46. Il peso 
dei lobi residui, che al tempo zero era posto uguale 
al 31,5% del totale, nelle varie fasi postoperatorie 
veniva misurato ed espresso come °% dello stesso 
totale, onde avere un indice diretto del grado di 
restaurazione ponderale raggiunto. 

La disponibilita di cibo (*) e di acqua é sempre 
stata libera. 


(*) Composizione della dieta: frumento macinato 30° 


avena macinata senza buccia 30°, caseina grezza 14° , latte in 
polvere 10°, farina semi lino 10%, lievito secco 3%, NaCl 
1%, CaCO, 1%, olio fegato merluzzo 1%. 
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_ Determinazione dell’acido pantotenico nel tessuto - 
E stata seguita la metodica introdotta da Novelli, 
Kaplan e Lipmann (1949) e successivamente per- 
fezionata da Novelli e Schmetz (1951) e da No- 
velli (1955). Essa si basa sull’estrazione acquosa, a 
caldo, di tutti i composti contenenti acido panto- 
tenico (in gran parte CoA), seguita da digestione 
dell’estratto con fosfatasi intestinale e peptidasi da 
fegato di piccione. In tal modo I’acido pantotenico 
combinato é tutto trasformato in forma libera e 
dosato quindi microbiologicamente con L. arabi- 
nosus. Degli enzimi usati, la fosfatasi intestinale era 
un prodotto del commercio (Armour), mentre la 
peptidasi da fegato di piccione é stata preparata e 
purificata del proprio contenuto di CoA col metodo 
di Novelli e Schmetz (1951). 

Per il preliminage controllo dell’attivita degli 
enzimi, come pure per l’applicazione generale del 
metodo, sono state seguite le istruzioni date da No- 
velli (1955). In particolare, per il dosaggio micro- 
biologico dell’acido ‘pantotenico (terreni culturali 
Difco; L. arabinosus 17-5, ATCC 8014), si sono 
usate condizioni di inoculo standardizzate ed un 
periodo di crescita del germe a 37°C (in genere 
22 h) sufficiente a dare per gli ultimi tubi della curva 
standard (0,20 ug/tubo di Ca pantotenato) un va- 
lore turbidimetrico pari a 0,800-0,900 di D.O. 
(letture a 660 my; spettrofotometro Unicam). In 
queste condizioni la curva standard presentava un 
ampio tratto rettilineo (da 0,0 a 0,10-0,12 »g/tubo). 
Anche gli ignoti, saggiati a 3 o piu livelli di dose, 
davano una risposta di crescita del germe dello stesso 
tipo ed i rispettivi valori erano calcolati per riferi- 
mento alla curva standard. 

Determinazione dell’azoto: @ stata praticata col 
reattivo di Nessler, previa digestione di aliquota 
del tessuto con H2SO.4 e peridrolo e opportuna 
diluizione. 

Esame morfologico: & stato eseguito su sezioni di 
pezzi inclusi e colorate con ematossilina-eosina, come 
pure su sezioni al congelatore colorate con Sudan 
III ed ematossilina. 


RISULTATI 


Il processo dell’aumento ponderale del fegato 
residuo che ha fatto seguito all’epatectomia 
parziale é illustrato dai dati della tabella I. 

Come si pud rilevare, nelle presenti condi- 
zioni d’esperienza, in 7' giornata postopera- 
toria la restaurazione del peso totale epatico 
iniziale non era ancora completa (83,7%). 
Inoltre, l’incremento ponderale relativo gior- 
naliero é stato progressivamente minore col 
passare del tempo, in accordo con la ben 
nota legge che regola la «rigenerazione » 
del fegato (Higgins e Anderson, 1931). 
L’esame morfologico del fegato in corrispondenza 
delle fasi di pit rapida crescita (1° e 2° giorno) 
ha messo in evidenza quei ben noti aspetti, 
che sono caratteristici di questa situazione spe- 
rimentale (lett. in Allegri, 1951 e Harkness, 
1952) e che consistono, tra l’altro, in una 
notevole infiltrazione grassa degli epatociti 
e in un/alta frequenza di figure mitotiche. 

Nel presente esperimento, entrambi questi 
aspetti sono apparsi con la massima ieieis 
alla 48* h postoperatoria. Cid trova una coin- 
cidenza temporale col comportamento della 
concentrazione dell’azoto (tabella II) nel tes- 
suto, la quale non solo ha presentato il decre- 
mento che é ben noto in questa condizione 
(lett. in Allegri, 1951 e Harkness, 1952), ma 
pure ha raggiunto il valore minimo alla 48* h. 

I dati relativi alla concentrazione di acido 
pantotenico nel tessuto sono riferiti nella 
tabella III. Perché tali valori non risentissero 


TABELLA I - Peso del fegato residuo in tempi successivi dopo l’epatectomia parziale. 


Tra parentesi i corrispondenti valori al tempo zero (operazione) 


edie + D.S.) 
Peso del fegato residuo 
N. animali alla: 
Grammi % del totale all’operazione | 
‘igs | 
I 5 (2,99) 4,15 (31,5) 43,9 
+ 0,35 + 0,57 + 2,2 + 4:3 
II 6 (2,99) 5,28 (31,5) §6,2 
0,41 + 0,42 + 2,2 + 7:2 
Ill 5 (2,67) 5,91 (31,5) 69,5 
+ 0,46 + 0,65 + 2,2 + 9,4 
IV 4 7? (2,55) 6,61 (31,5) 83,7 
+ 0,44 +0,51 + 2,2 + 6,6 
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TABELLA II - Concentrazione di azoto totale nel fegato residuo in tempi successivi dopo l’epatectomia parziale. 
g P P 


Tra parentesi i corrispondenti valori al tempo zero (operazione) 
(Medie + D.S.) 


Esperimento N. Lccisione Azoto totale Significativira delle differenze 

N. animali alla: (g/100 g fegato fresco) p 
I 5 (3,49) 3,12 < 0,01 

+ 0,11 + 0,20 
Il 6 (3,40) 2,91 0,01 

0,16 + 0,2 

Ill 5 (3,67) 3.44 non significativo 

+ 0,14 + 0,2 
IV 4 (3,45) 3,49 non significativo 

+ 0,19 + 0,18 


TABELLA III - Concentrazione di acido pantotenico totale nel fegato residuo in tempi successivi dopo I’epa- 
tectomia parziale. 


Tra parentesi i corrispondenti valori al tempo zero (operazione) 
(Medie + D.S.) 


Esperimento N. Uccisione Acido pantotenico Significativita delle differenze 
N. animali alla: (ug/mg N) P 
+ 0,65 + 0,28 
Il 6 (3,82) 2,15 < 0,01 
+ 0,73 + 0,77 
Ill 5 (3,68) 3,51 non significativo 
+ 0,56 0,42 
IV 4 i EE (3,05) 3,66 non significativo 
+ 0,32 0,98 


TABELLA IV - Paragone delle velocita di restaurazione del peso e di alcune componenti chimiche del fegato 
dopo epatectomia parziale. 
Valori assoluti, espressi come °% dei rispettivi totali al tempo zero (operazione) 


Tempi dopo Il’epatectomia parziale 


fe) 24h 48 h 4 giorni 7 giorni 
31,5 43,9 56,2 69,5 83,7 
31,5 39,0 47,5 65,2 84,2 
Acido pantotenico totale ............ 31,5 32,4 26,4 61,9 101 ,9 


(*) La cifra sta ad indicare il reperto costante di chi scrive (e degli altri AA.: 2,3,5,6,12,13,14), secondo il quale il contenuto 
in lipidi totali é gia all’incirca triplicato alla 24* h nel fegato residuo. 


dei transitori cambiamenti di composizione 
chimica del tessuto (accumulo lipidico, ri- 
duzione del glicogeno e dell’acqua extra- 
cellulare, ecc.) che sono una precoce sequela 
dell’epatectomia parziale, essi sono stati e- 
spressi sulla base dell’unita di azoto. Come 


si vede dalla tabella III, il fenomeno osser- 
vato consiste in una diminuzione di concen- 
trazione dell’acido pantotenico nel tessuto, 
diminuzione che é gia rilevabile alla 24*h, 
raggiunge un massimo alla 48* h (calo del 
43,7 %) si estingue nelle fasi successive. 
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Nella tabella IV il contenuto epatico di 
acido pantotenico € stato espresso non piu 
come concentrazione, bensi come quantita 
assoluta, e posto a confronto con gli altri 
parametri considerati, espressi nello stesso 
modo. Da essa si pud rilevare come nelle 
prime 48 h postoperatorie, cioé proprio nella 
fase del pi rapido accrescimento ponderale 
dell’organo, la quantita assoluta di acido pan- 
totenico nel fegato residuo non abbia presen- 
tato alcun aumento. Il divario tra velocita 
di restaurazione del peso e contenuto di acido 
pantotenico risulta colmato nelle fasi succes- 
sive, tendendo anzi a presentare, in 7* gior- 
nata, una differenza in senso opposto. Risulta 
pure evidente dalla tabella IV il forte con- 
trasto tra la iniziale stazionarieta dell’acido pan- 
totenico ed il precocissimo, spiccato aumento 
dei lipidi totali, la cui velocita supera di molto 
quella dell’incremento ponderale. 

Ha diretta attinenza con l’esposizione dei 
risultati un breve commento circa il signi- 
ficato pit immediato da attribuire ai dati di 
concentrazione di acido pantotenico e in 
particolare alla loro diminuzione nei primi 
due giorni dopo l’epatectomia parziale. E 
noto, in proposito, che il tessuto epatico, 
oltre a possedere un contenuto di acido pan- 
totenico totale particolarmente elevato, pre- 
senta la quota di gran lunga maggiore della 
vitamina in forma combinata (*), (Novelli 
e Coll., 1949; Higgins e Coll., 1950; e altri). 
E altresi ben conosciuto che nel tessuto epatico 
la quantita di acido pantotenico in forma 
combinata corrisponde praticamente alla quan- 
tita della vitamina calcolabile come contenuta 
nel CoA (Novelli e Coll., 1949). In condi- 
zioni sperimentali, come le presenti, in cui 
si rilevi una cospicua diminuzione di con- 
centrazione dell’acido pantotenico totale, é 
pertanto lecito concludere che questa anne 
soprattutto una diminuzione del CoA. Cid 
é ugualmente, anzi maggiormente, valido 


(*) Anche da alcuni controlli personali eseguiti sul fegato 
di ratto é,risultato che la frazione di acido pantotenico libero 
(determinabile batteriologicamente sull’estratto acquoso di tes- 
suto non sottoposto ad alcun trattamento enzimatico) non su- 
pera il 2° del valore totale ottenibile dopo completa libera- 
zione enzimatica. 
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anche nel caso si supponga che le proporzioni 
tra le varie quote dell’acido pantotenico epa- 
tico abbiano subito degli spostamenti: le pos- 
sibilita infatti di un relativo aumento della 
frazione libera o di forme combinate incom- 
plete (defosfo-CoA, fosfopanteteina, ecc.) a 
spese del CoA sono pitt ampie che non un 
relativo aumento del CoA a spese delle sud- 
dette frazioni, fisiologicamente cosi esigue. 


DISCUSSIONE 


In sintesi, la presente ricerca ha essenzial- 
mente indicato che nei primi due giorni della 
rigenerazione compensatoria consecutiva ad 
epatectomia walle. allorché i lobi epatici 
residui presentano il pid rapido accrescimento 
della loro massa (e del loro numero di cellule), 
la quantita assoluta di acido pantotenico in 
essi contenuta non presenta sostanzialmente 
nessun aumento. Le prime generazioni di 
cellule del tessuto, che si formano per divi- 
sione (soprattutto mitotica) di ne origi- 
narie, devono quindi, nel loro insieme, pos- 
sedere una dotazione di acido pantotenico 
diminuita rispetto alla popolazione preesi- 
stente. 

Tali osservazioni suscitano diversi interes- 
santi quesiti, essenzialmente riconducibili ai 
due seguenti: a) quale sia la ragione del man- 
cato aumento dell’acido pantotenico nella fase 
di pitt rapida crescita compensatoria del fegato 
(donde diminuita concentrazione nel tessuto) ; 
b) quali siano i rapporti tra la diminuita con- 
centrazione dell’acido pantotenico (CoA) e le 
altre modificazioni biochimiche (particolar- 
mente l’infiltrazione grassa) che si hanno nella 
stessa fase della rigenerazione epatica. 


a) Meccanismo della diminuzione del livello di 
CoA nel fegato rigenerante - E stato ricordato 
sopra, come la forma tessutale (specialmente 
nel fegato) dell’acido pantotenico é costituita 
in grande prevalenza ial CoA e come la dimi- 
nuzione del livello della vitamina nel fegato 
rigenerante debba necessariamente riportarsi 
ad un decremento del coenzima. Sembra ra- 
gionevole ammettere che I’assunzione dal mez- 
zo extra-cellulare di acido pantotenico da parte 
delle cellule epatiche in crescita sia coordi- 
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nata alla capacita delle stesse di incorporare 
la vitamina (che allo stato libero é presente 
negli epatociti in quantita ben scarsa) nella 
molecola del CoA. 

Il problema mi sembra quindi richiedere 
essenzialmente un esame delle condizioni 
di svolgimento che un processo biochimico 
complesso, come la sintesi del CoA, pud 
trovare nel tessuto epatico in questa parti- 
colare circostanza biologica. 

Il primo aspetto da considerare é, natural- 
mente, la disponibilita in seno al tessuto dei 
materiali di partenza per tale sintesi (porzioni 
p-mercaptoetilaminica, adenilica e pantote- 
nica del coenzima). Rimandando, per quanto 
riguarda il dettagliato meccanismo di biosintesi 
del CoA, ai recenti aggiornamenti di Johnson 
(1955) e di Plaut e Betheil (1956), ricorderd 
che la porzione /-mercaptoetilaminica deriva 
dalla cisteina (e quindi indirettamente anche 
dalla metionina): dalle ricerche di Olson e 
Dinning (1954) e di Olson, Yang, Riegl e 
Stewart (1955) con diete necrogeniche difet- 
tose in aminoacidi solforati, si pud dedurre 
che la disponibilita della componente solfo- 


ATP 


ac. pantotenico cisteina 


TP 
panteteina-4'-fosfato 


rata sia, non meno di quella della componente 
vitaminica, capace di diventare un fattore 
limitante per p sintesi del CoA. Nel fegato 
rigenerante potrebbe essersi creata, nella ri- 
chiesta per gli aminoacidi solforati, una 
situazione competitiva tra la sintesi del CoA 
da un lato ed ari processi di sintesi dall’altro: 
questi ultimi (per es. sintesi delle proteine e 
del glutatione - la concentrazione del tripeptide 
aumenta nel fegato rigenerante : Ferrari e Hark- 
ness, 1954 -), in un tessuto impegnato prima- 
riamente ad accrescere la sua massa proto- 
plasmatica, potrebbero avere goduto di una 
destinazione preferenziale, a tutto svantaggio 
del primo. La sintesi del CoA potrebbe avere 
sofferto di un’analoga situazione competitiva 
anche per quanto riguarda la disponibilita 


+ pantotenilcisteina 


— defosfo-CoA 


della componente adenilica, il processo pre- 
valente essendo in questo caso per esempio la 
sintesi degli acidi nucleinici. 

Una limitata disponibilita di acido panto- 
tenico, determinata da un maggior afflusso 
ad altre vie metaboliche, appare meno spie- 
gabile, essendo la partecipazione alla sintesi 
del CoA Tunica funzione conosciuta della 
vitamina. In tal caso si potrebbe quindi pen- 
sare solo ad una deficienza « diretta », il che 
perd mal si concilia sia col carattere acuto 
dell’esperimento, sia col fatto che gli animali 
erano liberamente alimentati. (C’é, nelle prime 
24h postoperatorie, una spontanea riduzione 
del consumo di cibo, la cui importanza appare 
perd trascurabile se si tien conto che il digiuno, 
secondo i risultati di Ringler e Leonard - 
1954 -, non modifica il livello di CoA’ del 
fegato). 

Oltre alla disponibilita dei materiali co- 
stitutivi, la biosintesi del CoA richiede una 
complessa serie di atti biochimici che, se- 
condo i risultati di Levintow e Novelli 
(1954) e Hoagland e Novelli (1954), sono i 
seguenti (*): 


piridossalfosfato ATP 
— panteteina 


+ CoA. 


Come si vede, se si eccettua la fase di de- 
carbossilazione, in cui agisce il piridossalfo- 
sfato, si tratta esclusivamente di atti fosfo- 
rilativi, che richiedono la partecipazione del- 
ATP e quindi l’efficienza dei processi di 
rigenerazione dei legami fosforici ricchi di 
energia (ossidazioni fosforilanti). 

Le notizie di cui noi disponiamo sulla si- 
tuazione di questi processi nel tessuto epatico 
rigenerante sono molto scarse. Sembrerebbe 
logico pensare che, in una contingenza bio- 
logica come quella della crescita compensa- 
toria in cui predominano le sintesi, il livello 


(*) Ai fini della presente discussione, il fatto che la via di 
biosintesi del CoA nei tessuti animali possa essere leggermente 
diversa, iniziando con la formazione del pantotenil-4’-fosfato 
invece della pantotenilcisteina (v. aggiornamento di Plaut e¢ 
Betheil, 1956), ha ovviamente scarsa importanza. 
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ATP 
= 


energetico del tessuto debba essere elevato: 
in questo senso orientano anche i risultati 
di Dianzani e Biaggini (1955), dimostranti 
un aumento delle fosforilazioni ossidative nel 
rene residuo dopo mononefrectomia contro- 
laterale. (L’analogia non é perd completa- 
mente valida, data la differente natura della 
crescita compensatoria dei due tessuti, essen- 
zialmente ipertrofica quella renale, iper- 
plastica quella epatica). In effetti, la concen- 
trazione epatica di ATP @ stata trovata 
normale durante la rigenerazione (Novikoft 
e Potter, 1948). Non é perd detto che un 
clima energetico di per sé propizio debba 
necessariamente favorire un determinato pro- 
cesso, specie in un momento fisiologico in 
cui si ha ragione di credere che nel tessuto la 
competizione per ]’energia disponibile possa 
essere particolarmente attiva da parte di molti 
altri processi, correlati sia alla crescita che 
all’iperfunzione compensatoria. 


Un ulteriore importante aspetto da consi- 
derare, in relazione non solo con la biosintesi, 
ma anche con la destinazione del CoA nel- 
l’interno della cellula, é quello delle strutture 
cellulari interessate. Noi sappiamo che gli 
enzimi catalizzanti le prime reazioni della 
catena biosintetica del CoA sopra riferita sono 
situati nella parte non strutturata del proto- 
plasma (supernatante), mentre quelli respon- 
sabili delle ultime due reazioni hanno sede in 
parte nel supernatante e in parte nei mito- 
condri (Levintow e Novelli, 1954). Sappiamo 
pero anche che oltre il 50% del CoA epatico 
€ contenuto normalmente nei mitocondri, 
mentre il resto appartiene in parti pressocché 
uguali alle frazioni nucleare e non strutturata, 
ben poco essendone contenuto nei micro- 
somi (Higgins e Coll., 1950). E quindi im- 
portante chiedersi: qual’é il comportamento 
delle varie frazioni protoplasmatiche del CoA 
nelle cellule epatiche che si accingono a pro- 
liferare e nelle nuove generazioni che da esse 
hanno origine? Sono possibili, per il mo- 
mento, solo giudizi indiretti. Val quindi la 
pena di soffermarsi solo sul dato di fatto che 
appare pit indicativo, deducibile sia dalle 
ricerche di frazionamento cellulare eseguite 
sul fegato rigenerante da Price e Laird (1950), 
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sia dai calcoli delle relative velocita di restau- 
razione, dopo epatectomia parziale, della 
quantita assoluta di diversi enzimi epatici 
(cfr. Greenbaum, Greenwood e Shales 
1954): ¢ comportamento costante della fra- 
zione mitocondriale, misurata come N pro- 
teico, e di numerosi enzimi in essa contenuti, 
di essere «rigenerati» con notevole ritardo 
rispetto al peso e ad altre componenti chimiche 
dell’organo. Alla luce di questa nozione, il 
comportamento del CoA nelle prime fasi 
della rigenerazione epatica potrebbe, in parte, 
spiegarsi come un aspetto della tendenza pit 
generale dimostrata dal complemento mito- 
condriale nel suo insieme: senza volere avan- 
zare nessuna illecita analogia tra le due con- 
dizioni, pud essere pertinente, al riguardo, 
ricordare che nell’epatoma da 4-dimetila- 
minoazobenzene c’é una cospicua diminu- 
zione del CoA (Higgins e Coll., 1950), insieme 
con una profonda riduzione del numero dei 
mitocondri per cellula (Allard, De Lamirande 
e Cantero, 1953). In secondo luogo, data la 
relativa deficienza quantitativa degli enzimi 
mitocondriali, e dato che la fosforilazione 
ossidativa ha pure luogo nel mitocondrio, 
potrebbe da questa nozione risultare avvalo- 
rata la possibilita gia esposta, e cioé che la 
generazione di energia in seno al tessuto in 
crescita possa essere, se non in senso assoluto, 
almeno come effetto della maggior richiesta 
globale del tessuto, insufficiente per una sin- 
tesi ottimale di CoA. 


b) Contenuto di CoA e accumulo lipidico nel 


fegato - Il secondo importante quesito posto 


dai presenti risultati é¢ essenzialmente se la 
relativa deplezione in CoA che si osserva 
nel fegato in rapida crescita compensatoria 
sia o no in qualche modo connessa da una 
relazione causale con la ben nota ed evidente 
infiltrazione grassa che si ha nella stessa con- 
dizione. Per giudicare, ha anzittutto la sua 
importanza il decorso temporale delle due 
alterazioni e, sotto questo punto di vista, si 
direbbe dai dati sperimentali che una corri- 
spondenza esista, avendo coinciso il mas- 
simo decremento del CoA con il massimo 
dell’accumulo lipidico (48 h) e la normaliz- 
zazione del coenzima con la fase di risolu- 
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zione della steatosi (*). Cid perd non dice, 
naturalmente, se i due fenomeni siano effetti 
tra di loro indipendenti della condizione post- 
-epatectomia, o tra di loro connessi da qualcosa 
di pit di una pura coincidenza temporale. 
Siccome la steatosi da epatectomia parziale 
offre, circa l’intimo meccanismo patogenetico, 
diversi lati ancora oscuri (sembra, nella sua 
essenza, una forma da eccessivo afflusso di 
grasso di deposito, che avrebbe lo scopo di 
sopperire alle esigenze energetiche del tes- 
suto: sul problema cf., per es., Allegri, 1951; 
Arrigo e Montini, 1950 e 1951; Ardy e Capon- 
netto, 1950; Harkness, 1952; Ferrari, 1952), 
il riscontrare una concomitante diminuzione 
del coenzima tipicamente interessato nell’at- 
tivazione metabolica degli acidi grassi, pro- 
pone di per se un facile accostamento causale. 
Si phason cioé pensare che una deficienza 
di CoA comporti a livello del fegato una 
insufficiente attivazione degli acidi grassi, 
contribuendo al loro ristagno in forma di 
trigliceridi. Se tale deficienza venisse intesa 
non in senso assoluto, ma in senso relativo 
all’eccesso di afflusso lipidico, sarebbe superata 
anche l’obiezione suggerita dai rilievi sulla 
chetogenesi da parte del fegato rigenerante 
(Arrigo e Montini, 1951), che il coenzima, 
pur diminuito, possa perd funzionare a re- 
gime pili intenso. E ovvio tuttavia che un 
simile accostamento pud essere accettato solo 
con le dovute critiche. Tra gli elementi a 
favore di un reale ruolo patogenetico della 
deficienza di CoA nella steatosi post-epatecto- 
mia si pud ricordare che la somministrazione 
sia di metionina (Lombroso e Ardy, 1950) che 
di acido pantotenico (Arrigo e Montini, 1951), 
entrambi indirettamente o direttamente pre- 
cursori del CoA, é capace di prevenire tale 
steatosi, mentre inefficace é, per esempio, 
la colina (Allegri, Ferrari e Vogogna, 1949). 
Esistono, d’altra parte, motivi di cautela, 
perché sappiamo che il ciclo dell’acido grasso 
é tutt’altro che riducibile alla sola funzione 
attivatrice del CoA (cf., per es., Lynen, 1955 
e Bargoni, 1955); e€ se cid é vero in condi- 


(*) Per brevita sara usato questo termine ad indicare, in senso 
lato, una condizione di abnorme accumulo lipidico nel fegato. 


zioni fisiologiche, indubbiamente ancora pitt 
complessa é la situazione in condizioni pato- 
logiche (cf. Michelazzi, 1954). Basti un esempio 
che ha particolare pertinenza in questa sede: 
tra i coenzimi del ciclo dell’acido grasso ne 
esistono diversi contenenti riboflavina e la ribo- 
flavina é, accanto all’acido pantotenico, la vita- 
mina del complesso B pit attiva nel prevenire 
la steatosi da epatectomia parziale (Arrigo e 
Montini, 1951). Cid pud far pensare come il 
rallentamento del ciclo possa avvenire per cause 
diverse, ognuna forse suscettibile di indicare 
una via per una riattivazione « correttiva ». 

E inoltre doverosa un’altra considerazione 
importante e cioé che, senza dubbio, dimi- 
nuzione di un coenzima con funzione meta- 
bolica cosi fondamentale come il CoA, non 
pud voler dire soltanto diminuita concen- 
trazione di acidi grassi attivati, ma, con 
uguale diritto, restringimento del canale di 
afflusso (non necessariamente dell’afflusso) delle 
unita dicarboniche al ciclo di Krebs, ecc. 

Di fronte a tale complessita del problema, 
potrebbe essere di notevole aiuto considerare 
brevemente i motivi di analogia o meno che 
possono ricavarsi dalle altre condizioni fisio- 
patologiche del fegato. 

In proposito, due sono i quesiti di ordine 
generale che si impongono: 


a) é la diminuzione del CoA riscontrabile 
soltanto nelle lesioni di tipo steatosico del 
tessuto epatico? 


b) & essa, inoltre, costante nei vari tipi di 
steatosi ? 

La risposta al primo quesito, come preve- 
dibile in base ai numerosi fattori nutrizionali 
€ tossici potenzialmente capaci di interferire 
con la sintesi del CoA, é senz’altro no. In- 
fatti la necrosi massiva dietetica nel ratto, 
alterazione ben distinta dalla steatosi, decorre 
con una nettissima diminuzione del CoA, 
che é gia ben rilevabile nella fase di latenza 
(Olson e Coll., 1954 ¢ 1955). Del resto, sempre 
nell’ambito di una patologia nutrizionale, 
si pud ricordare come la stessa deficienza 
di acido pantotenico non produca fegato 
grasso in tutte le specie (Guering, Hurley e 
Morgan, 1952). Circa le condizioni tossipa- 
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ricordare 


tiche, basti 
cibile dalle ricerche del Villa e della Sua 
Scuola (1955), e€ cioé come lesioni epatiche 


un esempio dedu- 


non steatosiche da endotossina di S. ty- 
phimurium si accompagnino a caduta del- 
l’acido pantotenico nel tessuto. 

Nonostante questa, per cosi dire, aspeci- 
ficita della alterazione biochimica in parola, 
il secondo quesito non perde di interesse 
perché, logicamente, la steatosi per realiz- 
zarsi potrebbe richiedere non solo la dimi- 
nuzione locale del coenzima attivatore degli 
acidi grassi, ma anche un afflusso di questi 
ultimi sufficiente ad evidenziarne il ristagno, 
affusso che potrebbe mancare in condizioni 
trofopatiche e tossipatiche come quelle rife- 
rite. I tipi di steatosi sulle quali é attualmente 
possibile un giudizio, sono a quanto mi é 
noto, le seguenti: 


steatosi sperimentale da dieta iperlipidica- 
-ipolipotropa (Turchetto e Coll., 1955; Ga- 
rattini e Coll., 1955): riscontrata diminuzione 
del CoA; 


steatosi sperimentale da tossici vari (Garat- 
tini e Coll., 1955) e da CCl, (Severi e Fonnesu, 
1956): dimostrata la diminuzione del CoA; 


steatosi umane: ricerche personali in corso, 
eseguite in collaborazione con A. Allegri su 
materiale agobioptico, indicano in una buona 
percentuale di casi di steatosi etiliche o di altra 
natura, istologicamente documentate, un con- 
tenuto di CoA per unita di azoto abbassato 
in misura anche notevolissima; 


diabete sperimentale: ricerche di Pontremoli 
e Coll. (1955) sul cane spancreato hanno dimo- 
strato una deplezione di CoA nel fegato, 
non influenzabile dall’insulina; sebbene il 
fenomeno non sia apparso correlato con la 
steatosi, dobbiamo tuttavia ammettere che 
la pancreasectomia pud, almeno_potenzial- 
mente, portare a questa alterazione. A questo 
riguardo si possono ricordare anche gli effetti 
della somministrazione di GH nel ratto: nel- 
animale giovane ipofisectomizzato, in cui 
il CoA epatico é diminuito, l’ormone, pur 
restaurando la crescita e aumentando il peso 
del fegato, non innalzerebbe la quantita assoluta 
del coenzima nell’organo, mentre la aumente- 
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rebbe leggermente nel ratto adulto (Bartlett, 
Grimmet, Beers e Shelata, 1956); secondo 
Ringler e Leonard (1954) invece, nel ratto 
integro il GH diminuirebbe il CoA epatico; 


diabete umano: a differenza che nel cane 
spancreato, nel diabete umano in trattamento, 
a giudicare dal contenuto in acido pantotenico 
totale, il livello del CoA nel fegato appare 
normale, ed anzi, in due dei casi di steatosi 
diabetica finora osservati, ¢ apparso superiore 
alla norma (ricerche personali in collabora- 
zione con A. Allegri, gia citate). 


Come si vede da questo rapido esame, in 
cui logicamente non é possibile addentrarsi 
nei dettagli di ogni singola situazione fisio- 
patologica, i dati depongono indubbiamente 
per una buona correlazione tra deficienza di 
CoA nel tessuto epatico ed accumulo lipidico. 
L’eccezione in apparenza pitt manifesta ¢ 
costituita probabilmente dalla steatosi del 
diabete « grasso » umano e, forse, da quella da 
GH nel ratto: si tratta perd di due situazioni 
particolari, per le quali sarebbe necessario un 
lungo discorso a parte, che ¢ opportuno 
riservare ad altra sede (*). 

Nonostante tale buona correlazione, non é 
detto che, in senso patogenetico, il ruolo di 
una deficienza locale di CoA nella steatosi 
del fegato sia accertato: valgono, ovviamente, 
per il problema generale, almeno le stesse 
riserve e limitazioni che sono state gia accen- 
nate in riferimento all infiltrazione grassa del 
fegato rigenerante (partecipazione di altri 
coenzimi, diversi dal CoA, al ciclo dell’acido 
grasso, ecc.), nonché tutte le altre che possono 
essere dettate da ogni specifica situazione fisio- 
patologica (problema della «fanerosi» del 
grasso nelle steatosi tossiche, ecc.). Il pro- 
blema deve quindi aspettare, da un approfon- 
dimento delle conoscenze sui vari aspetti (del 
biochimismo patologico del tessuto) che esso 
coinvolge, una risposta definitiva. 


(*) Il difetto potrebbe essere, in questi casi, solo relativo al- 
l’aumentato afflusso di grasso al fegato; in essi, inoltre, un li- 
vello relativamente alto di CoA epatico potrebbe essere inerente 
alla necessita di metabolizzare una maggiore quota di unita ma- 
teriali al di fuori della sfera del ricambio glicidico, depresso, 
secondo un criterio di compensazione che é stato avanzato anche 
da Wong e Schweigert (1956) per spiegare l’eccessivo contenuto 
di CoA nel fegato di ratti carenti di vitamina B,. 
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Per il momento, la conclusione principale 
che se ne pud ricavare sembra Putiita (euri- 
stica, ai fini della ricerca, e, potenzialmente, 
terapeutica) di considerare i fenomeni di ac- 
cumulo lipidico nel fegato e del lipotropismo 
in senso lato, non solo secondo i noti meccani- 
smi della transmetilazione e della sintesi dei 
fosfolipidi, ma anche secondo una visione la 
pid possibile della funzionalita del 
ciclo dell’acido grasso. Di questo il CoA é 
solo uno degli elementi, anche se tra i princi- 
pali, come del resto lo stesso ciclo dell’acido 


grasso non é che una piccola parte del bio- 
chimismo del tessuto. 


RIASSUNTO 


E stato discusso, alla luce dei dati sperimentali e 
clinici disponibili, il problema della ‘ileieun locale 
di CoA nella patogenesi delle varie forme di accu- 
mulo lipidico nel fegato. Il fegato grasso da parziale 
epatectomia (come risulta dalla parte sperimentale) 
mostra una diminuita concentrazione di acido panto- 
tenico, probabilmente da attribuire ad interferenze 
sulla sintesi del CoA esercitate, nel tessuto in crescita, 
da altri processi capaci di competere per comuni 
materiali costitutivi e fonti energetiche. Una dimi- 
nuzione del CoA nel tessuto epatico é stata finora 
dimostrata in diverse condizioni nutrizionali e tos- 
siche, non tutte caratterizzate da accumulo lipidico; 
non é quindi specifica di questa alterazione come tale. 
Essa sembra pero, nelle forme con accumulo lipidico, 
pressocché costante (le principali eccezioni, che forse 
possono avere una spiegazione a parte, sembrano 
il fegato da ormone della crescita, nell’esperimento, 
e del diabete « grasso» nell’uomo). Questo fatto, 
di per sé non decisivo, depone perd per un probabile 
effettivo significato patogenetico della deficienza 
locale di CoA nell’accumulo lipidico nel fegato. 
Tale conclusione pud essere utile, ai fini della ricerca 
sperimentale e terapeutica, specialmente se porti 
a considerare anche gli altri etori di funzionalita 
del ciclo dell’acido grasso. 


RESUME 
Teneur de coenzyme A et surcharge lipidique du foie. 


On a discuté, 4 la lumiére des données expérimen- 
tales et cliniques disponibles, le probléme de la dé- 
ficience locale de CoA dans la pathogénie des diverses 
formes des surcharges lipidiques du foie. La surchar- 
ge lipidique conséquente d’une partielle hépatectomie 
(comme le montre la partie experimentale de ce 
travail) s’accompagne d’une moindre concentration 
d’acide pantothenique, que l’on peut probablement 
attribuer 4 une interférence sur la synthése du CoA 
dans le tissue en formation, provoqueé par d’autres 
processus capables de lutter entr’eux pour leurs 
communes matiéres constitutives et pour leur sour- 


ces énergetiques. On a jusq’ici démontré cette di- 
minution du CoA dans le tissue hépatique, en diverses 
conditions nutritionelles et toxiques, mais pas tou- 
jours caractérisées de surcharge lipidique; elle n’est 
donc pas spécifique de cette altération comme telle. 
Elle parait toute fois, dans ses formes avec surcharge 
graisseuse, 2 peu prés constante (les principales ex- 
ceptions, qui pourraient peut-étre avoir une expli- 
cation 4 part, semblent étre dans le foie traité avec 
hormone de croissance, sur les animaux, et dans 
le cas du diabéte « gras» chez homme). Ce fait, 
qui n’est pas décisif par lui méme, indique toutefois 
la probabilité effective d’une réle pathogénétique 
de la déficience locale de CoA dans la surcharge 
lipidique du foie. Cette conclusion peut étre utile pour 
la recherche expérimentale et thérapeutique, spécial- 
mente si elle peut conduire 4 considérer aussi les 
autres facteurs du processus fonctionnel du cycle 
de l’acide gras. 


SUMMARY 

Co-enzyme A content and fatty infiltration of the liver. 

The problem of the local deficiency of co-enzyme 
A in the pathogenesis of various forms of fatty 
infiltration of the liver is discussed in the light of 
the available experimental and clinical data. Fatty 
liver following partial hepatectomy (as appears from 
the experimental part of this article) shows a reduced 
concentration of pantothenic acid, probably due 
to interference with the synthesis of co-enzyme 
A exerted in the growing tissue by other pro- 
cesses capable of competing for common building 
materials and energy sources. Decrease of co-enzyme 
A in liver tissue has hitherto been demonstrated in 
various nutritional and toxic conditions, not all 
of which are characterized by accumulation of fat: 
in view of this, it is not specific of the latter alteration 
as such. However, in the various forms of fatty 
infiltration it appears to be almost constant (the main 
exceptions, which may perhaps be explained separa- 
tely, appear to be the liver of growth hormone 
treated animals in the experiment, and of « fatty » 
diabetes in man). This fact, although not decisive 
in itself, points to a probable pathogenic role of a 
local co-enzyme A deficiency in lipid accumulation 
in the liver. This conclusion may be useful for pur- 
poses of experimental and therapeutic research, parti- 
cularly when considered along with other factors 
relevant to the functioning of the fatty acid cycle. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Ueber den Coenzym A-Gehalt der Leber und seine Be- 
ziehungen zur Fettspeicherung. 

An Hand der zur Verfiigung stehenden experi- 
mentellen und klinischen Daten wurde die Frage 
iiber den Grtlichen Coenzym A-Mangel bei der 
Pathogenese verschiedener Arten von Fettspei- 
cherung in der Leber besprochen. Die durch partielle 
Leberektomie erzengte Fettleber zeigt (wie aus der 
vorliegenden experimentellen Arbeit ersichtlich) 
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eine Verringerung der Pantothensdurekonzentration, 
welche wahrscheinlich auf Einwirkungen auf die 
Coenzym A-Synthese im wachsenden Gewebe sei- 
tens anderer Prozesse zuriickzufiihren ist, welche 
sich ihrerseits gemeinsame Baubestandteile und Ener- 
giequellen aneignen kénnen. Eine Abnahme des 
Coenzyms A im Lebergewebe wurde bisher bei 
verschiedenen Ernahrungs-und toxischen Zustanden 
nachgewiesen, welche nicht alle durch Fettspeicherung 
ausgezeichnet sind; folglich ist sie fiir diese Veran- 
derung nicht spezifisch. Sie scheint jedoch bei Fallen 
mit Fettspeicherung fast bestandig zu sein. Die 
wichtigsten Ausnahmen, welche vielleicht anders 
erklart werden k6nnen, sind anscheinend die ex- 
perimentelle GH-Leber und jene des « fetten » men- 
schlichen Diabetes. Diese Tatsache, die an und fiir 
sich nicht entscheidend ist, spricht jedoch fiir eine 
wahrscheinlich tatsichliche pathogenetische Be- 
deutung der Grtlichen Coenzym A-Verarmung bei 
Fettspeicherung in der Leber. Diese Schlussfolge- 
rung kann fiir die experimentelle und therapeuti- 
sche Forschung niitzlich sein, besonders wenn sie 
zur Beriicksichtigung der anderen funktionellen 
Faktoren des Fettséurezyklus fiihrt. 


RESUMEN 


El contenido de coenzima A del higado en relacién con 

la acumulacion lipidica. 

Se ha discutido, a la luz de los datos experimentales 
y clinicos a disposicién, el problema de la deficiencia 
local de CoA en la patogénesis de las varias formas 
de acumulacién lipidica en el higado. El higado 
graso por parcial hepatectomia (como resulta de la 
presente parte experimental) muestra una disminu- 
cién de la concentracién de acido pantoténico, atri- 
buible probablemente a algunas interferencias sobre 
la sintesis de la CoA ejercidas, en el tejido en cre- 
cimiento, por otros procesos capaces de competir 
con comunes materiales constitutivos y fuentes 
energéticas. Una disminucién de la CoA en el tejido 
hepatico ha sido demostrada hasta la fecha en dife- 
rentes condiciones nutricionales y toxicas, no caracte- 
rizadas todas por acumulacion lipidica, no pudiéndose 
pues considerar especifica de esta alteracidn como 
tal. En las formas con acumulacion lipidica, ella 
aparece, por tanto, casi constante (las principales 
excepciones que acaso pueden tener una explicacién 
aparte parecen: el higado por GH, en el experi- 
mento, y la diabetes « grasa» en el hombre). Tal 
hecho, no decisivo de por si, hace pensar, sin em- 
bargo, en un probable, efectivo significado pato- 
genético de la deficiencia local de CoA en la acu- 
mulacioén lipidica en el higado. Esta conclusion 
puede resultar util, a los fines de la investigacion ex- 
perimental y terapéutica, sobre todo si se consideran 
también los demas factores de funcionalidad del 
ciclo del acido graso. 


BIBLIOGRAFIA 


ALLARD C., DE LAMIRANDE G. e CANTERO A. - Can. 
J. Med. Sci., 1953, 31, 103. - ALLEGRI A. - «La ri- 
generazione del fegato nell’esperimento e nella cli- 
nica», Boll. Soc. Med. Chir. Pavia, 1951, 1-2, 113. - 
Atvecri A., Ferrart V. e Vococna L. - Boll. Soc. 
Med. Chir. Pavia, 1949, 63, 577. — Arpy C. 
e CaponnetTTo S. - Boll. Soc. It. Biol. Sper., 1950, 
26, 116. — Arrico L. e Montini T. - Arch. Mara- 
gliano, 1950, 5, 1131. — Arrico L. e Montini T. - 
Arch. Sci. Biol., 1951, 35, 429. — BarGont N. - «Il 
ciclo dell’acido grasso» - Rel. al Congr. Soc. It. 
Biochimica, Roma, 29 settembre-2 ottobre 1955. - 
BartTtett P. D., Grimmet P., Beers L. e SHELATA S. 
- J. Biol. Chem., 1956, 218, 419. - DIANZANI M.U. e 
Braccint G. C. - Arch. Sci. Biol., 1955, 39, 72. — Fer- 
RARI V. - Arch. S. M., 1952, 93, 345. — FERRARI V. 
e Harkness R. D. - J. Physiol., 1954, 124, 443. - 
GARATTINI S., Morpurco C. e PAsseRINi N. - Min. 
Med., 1955, II, 1882. — GREENBAUM A. L., GREEN- 
woop F. C. e Harkness R. D. - J. Physiol., 1954, 
125, 251. - Guerinc R. R., Hurwey L. S. e MorGan 
A.F. - J. Biol. Chem., 1952, 197, 485. - Harkness R. D. 
- J. Physiol., 1952, 117, 267. — Hiccins G. M. e An- 
DERSON R. M. - Arch. Path., 1931, 12, 186. — Hic- 
GINS H., Miter J. A., Price J. M. e Stronc F. M. 
- Proc. Soc. Exp. Biol. & Med., 1950, 75, 462. - 
Hoactanp M. B. e Novetu G. D. - J. Biol. Chem., 
1954, 207, 767. - JOHNSON B. C. - Ann. Rev. Bio- 
chem., 1955, 24, 419. Levintow L. e Nove tu G. D. 
- J. Biol. Chem., 1954, 207, 761. — LipMaNn F. - Bact. 
Rev., 1953, 17, 1. - Lomsroso U. e Arpy C. - Boll. 
Soc. It. Biol. Sper., 1950, 26, 1321. — LYNEN F. - 
Exp. an. Bioch. Méd., 1954, Ser. 16, 31. — LYNEN F. 
- Ann. Rev. Biochem., 1955, 24, 653. — MAHLER H. 
R. - Fed. Proc., 1953, 12, 694. —- MICHELAzz1 L. - Min. 
Med., 1954, II, 1137. — Novetut G. D. - in « Methods 
of Biochemical Analysis », 1955, Interscience Pubb. 
New York, p. 189. - Novetut G. D., Kapran N. O. 
e Lipmann F. - J. Biol. Chem., 1949, 177, 97. - 
Nove tt G. D. e ScuMetz F. J. Jr. - J. Biol. Chem., 
1951, 192, 181. — Novixorr A. B. e Potter V. 
R. - J. Biol. Chem., 1948, 173, 223. - Otson R. 
E. e Dinninc J. S. - Ann. N. Y. Acad. Sci., 1954, 57, 
889. - Orson R. E., Yanc C. S., Rrect M. e 
Stewart B. - Fed. Proc., 1955, 14, 447. — PLAuT 
G. W. E. e Betuett J. J. - Ann. Rev. Biochem., 1956, 
25, 463. — PoNTREMOLI S., IvALDI G. e Dutio C. - 
Boll. Soc. It. Biol. Sper., 1955, 31, 501. — Price J. M. 
e Lairp A. K. - Cancer Res., 1950, 10, 650. — RinGter I. 
e LEONARD S. L. - Endocrinology, 1954, 55, 363. - 
Severt C. e Fonnesu A. - Proc. Soc. Exp. Biol. & 
Med., 1956, 91, 368. - TURCHETTO E., SANGUINETTI F. 
e Rossi C. A. - Boll. Soc. It. Biol. Sper., 1955, 31, 
1324. — Vitta L. - «La insufficienza epatica» - Rel. 56° 
Congr. Soc. it. Med. Int., Roma, 3-5 ottobre 1955. - 
Wonc W. T. e Scuweicert B. S. - Arch. Biochem. 
and Biophys., 1956, 60, 126. 


ra 

m 

sp 

di 

el 

at 

su 
m 

in 

n 
D 

Zi 

q 

K 
di 

e 

q 
te 

q 
ec 
p! 

d 

a 

n 

n 

d 

il 

n 

32 


E J. M. 
IGLER I. 
363. 
siol. & 
ETTI F. 
$5, 31, 
Rel. 
1955. 
jiochem. 


ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI ROMA 
(Direttore: Prof. A. Rossi-Fanelli) 


Comportamento della cocarbossilasi e dei coenzimi 
flavinici nell’ipertiroidismo 


D. GIARNIERI - P. L. IPATA 


Notevole interesse riveste lo studio dei 
rapporti intercorrenti tra l’azione delle vita- 
mine come coenzimi e quella degli ormoni, 
specialmente se teniamo presente la capacita 
di questi ultimi di condizionare le attivita 
enzimatiche. 

A questa considerazione’ si é giunti dopo 
attento studio soprattutto delle relazioni tra 
l’estere fosforico della tiamina (DPT) e in- 
sulina e tra gli ormoni surrenali e la vita- 
mina D. 

In ricerche recenti, infatti, é stato posto 
in evidenza come nel diabete da allossana e 
nel diabete mellito umano esiste un deficit di 
DPT, cioé di uno dei coenzimi che condi- 
zionano la formazione dell’acetato attivo e 
quindi l’ingresso dei metaboliti nel ciclo di 
Krebs (1). 

Anche lo studio dei rapporti tra ipertiroi- 
dismo da una parte e i coenzimi della tiamina 
e della riboflavina dall’altra risultare 
quindi di notevole interesse. 

Un deficit dell’attivita cocarbossilasica nel- 
lipertircidismo sperimentale é infatti da at- 
tendersi: invero é stato dimostrato che in 
questa condizione esiste un deficit di tiamina 
ed un accumulo di acido lattico e di acido 
piruvico (2). 

noto, inoltre, che la richiesta di tiamina 
da parte degli animali ipertiroidei é superiore 
a quella dei normali. Himwich e Coll. (3) di- 
mostrarono infatti che il fabbisogno di tiamina 
negli animali resi sperimentalmente ipertiroidei 
é aumentato. jade la diminuzione del peso 
degli animali ipertiroidei trattati con B, ¢ 
inferiore a quella che si osserva in animali cui 
non era stata somministrata tiamina. 


Moruzzi e Coll. (4) hanno potuto mettere 
in evidenza come la somministrazione di 
tlamina a conigli resi sperimentalmente iperti- 
roidei determina una regressione della sinto- 
matologia. L’A. ritiene pertanto che nell’iper- 
tiroidismo si abbia una carenza relativa di tia- 
mina ed un aumento della concentrazione 
ematica e tissutale dell’acido lattico e piruvico. 
Questo deficit dell’attivita enzimatica connessa 
con la tiamina sarebbe da porre in relazione, 
secondo Moruzzi, con |’accentuato metaboli- 
smo intermedio che si ha nell’ipertiroidismo. 

Peters e Rossiter (5) dimostrarono nei ratti 
ipertiroidei una deficienza di tiamina parti- 
colarmente evidente nel fegato, nel rene, nei 
muscoli. La somministrazione di tiamina 
(250 ug pro die) sia prima che durante il 
trattamento con tiroide secca, preveniva que- 
sta diminuzione. 

Successivamente gli stessi AA. dimostra- 
rono che anche la cocarbossilasi risultava 
diminuita nel sangue ¢e nei tessuti di questi 
animali e videro che tale riduzione poteva 
essere annullata e prevenuta per sommini- 
strazione di tiamina. 

Questi dati fanno apparire probabile che 
nell’organismo ipertiroideo non vi sia una 
difficolta nel formare il coenzima dalla vita- 
mina libera, ma piuttosto che sia l’aumentato 
metabolismo, e quindi l’aumentata distru- 
zione del coenzima, il responsabile del deficit 
della DPT. 

I pareri circa leventuale efficacia terapeutica 
della tiamina nell‘ipertiroidismo sono pure 
discordi. 

Williams, Jacobi ed Elmer (6) sostengono 
che la vitamina B, non ha alcuna capacita 
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nel modificare la sintomatologia di questi 
malati ma che al contrario pud risultare dan- 
nosa in quanto l’ormone tiroideo sarebbe 
meno attivo sul ricambio energetico quando 
l’organismo é carente di tiamina. 

Al contrario Means, Cowgill, Drill (7) 
hanno osservato, in seguito a somministra- 
zione di B,, una diminuzione di molti sin- 
tomi dell’ipertiroidismo. 

L’efficacia terapeutica della tiamina si rende 
manifesta in quanto provoca una diminuzione 
dell’acido piruvico, dell’acido chetoglutarico 
e dell’acido citrico nel sangue. 

Tra le ipotesi avanzate per spiegare l’au- 
mento di questi metaboliti nell’ipertiroi- 
dismo merita menzione quella proposta da 
Villano e Rota (8). Secondo questi AA. 
l’aumentato tasso ematico di acido_piruvico, 
chetoglutarico e citrico sembra dovuto in 
parte all’esaltato metabolismo intermedio e in 
parte alla diminuita demolizione ossidativa 
sia a livello dell’ossidazione dell’acido piru- 
vico ad acetilfosfato, sia a livello dell’ ossida- 
zione dell’acido chetoglutarico ad acido suc- 
cinico. 

Nulla si conosce invece circa il comporta- 
mento degli altri coenzimi, specie di quelli 
adibiti ai processi ossido-riduttivi. Dato che, 
come é noto, nell’ipertiroidismo esiste una 
profonda alterazione dei processi ossidativi, 
ci é parso interessante studiare in questa alte- 
razione oltre che il comportamento della 
cocarbossilasi anche quello di un tipico coen- 
zima ossido-riduttivo, il FAD. 


PARTE SPERIMENTALE 
Determinazione della DPT 


La cocarbossilasi é stata determinata con un metodo 
elaborato nel nostro Istituto da Boffi e Coll. (9). 
Esso é basato sulla determinazione, con l’apparecchio 
di Warburg, della CO, che si forma, dopo I’av- 
venuta resintesi della cocarbossilasi in presenza di 
apocarbossilasi preparata dal lievito, nella decarbossi- 
lazione dell’acido piruvico, secondo la reazione: 


CH;-CO-COOH CH;-CHO + CO; 
Abbiamo preferito il metodo manometrico a 
quelli fluorimetrici e cromatografici in quanto molto 


pili sensibile e atto a valutare quantita di DPT va- 
riabili da 0.02 a Iy. 
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A) Preparazione del sangue: 


ml di sangue eparinizzato vengono aggiunti a 
2 ml di HCI 0.28 N e posti in bagnomaria bollente 
per I minuto e 15 secondi, avendo cura di agitare 
con una bacchetta di vetro. 

Si aggiungono quindi 0.5 ml di NaOH 5% e 
o.§ ml di tampone fosfato 0.1 M pH 6.3. 

Si centrifuga quindi a 3000 giri e sul sopranatante 
si procede al dosaggio della cocarbossilasi. 


YN 


B) Preparazione dell’apocarbossilasi: 
l’apocarbossilasi stata ottenuta dal lievito se- 


condo il metodo proposto da Green e da noi mo- 
dificato (l.c.). 


C) Determinazione della DPT: 


per la determinazione della cocarbossilasi vengono 
usate vaschette di Warburg aventi una Kco2 intorno 
Nella cavita principale di ciascuna vaschetta si 
pongono separatamente: 
1) ml 1.7 tampone fosfato 0.1 M pH 6.3 
2) ml 0.10 MnCl, 0.1 M 


3) ml 1 del sopranatante preparato come de- 
scritto al paragrafo A) 
4) ml 0.2 della soluzione di apocarbossilasi. 

Nella cavita laterale invece vengono posti 0.2 ml 
di una soluzione tampone fosfato 0.1 M a pH 6.3 
contenente §s mg di sodio piruvato preparato al 
momento dell’uso. 

Il volume finale é di ml 3.2 per ciascuna vaschetta. 

Per poter risalire alla quantita di DPT presente 
nel campione di sangue si fa riferimento ad una prova 
nella quale il sangue viene sostituito da ml 0.2 di 
una soluzione di cocarbossilasi contenente 1y/cc di 
difosfotiamina. 

Si montano i manometri in bagno termoregolato 
a 30° C + 0.1 e dopo § minuti di stabilizzazione il 
piruvato viene rovesciato dal diverticolo laterale 
nella cavita principale della vaschetta. 

La lettura viene eseguita dopo 30 minuti e, fatte 
le dovute correzioni, la concentrazione del campione 
incognito viene calcolata confrontando lo sviluppo di 
CO, del campione in esame con quello dello standard. 


Determinazione del FAD 


Per la determinazione del FAD nel plasma abbiamo 
usato il metodo fluorimetrico di Bessey e Coll. (10). 
Tale metodo si basa sull’osservazione che la fluore- 
scenza del FAD aumenta quando questo coenzima 
viene scisso in FMN e in riboflavina. 

Il sangue eparinizzato (4 ml) viene opportunamente 
diluito con acqua fredda allo scopo di ottenere una 
completa estrazione delle flavine. Le proteine sono 
quindi precipitate mediante l’aggiunta di un egual 
volume di acido tricloroacetico freddo al 20%. 

Dopo 15 minuti il campione, che va tenuto al 
riparo della luce, viene centrifugato e una parte 
dell’estratto viene neutralizzata con 1/4 del suo vo- 
lume di K,HPO, 4 M. 
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Dopo neutralizzazione, questa parte viene tenuta in 
ghiacciaia allo scopo di impedire l’idrolisi del FAD. 

La seconda parte della sospensione, che non é 
stata neutralizzata, viene tenuta a 37°C in termostato 
allo scopo di avere la completa idrolisi del FAD in 
FMN. Dopo Iidrolisi anche questa parte viene neu- 
tralizzata. 

La fluorescenza dei due estratti viene misurata al 
fluorimetro Klett, facendo per ognuno di essi tre 
letture. La prima viene eseguita direttamente su una 
aliquota def volume (F;), la seconda dopo aggiunta 
di uno standard contenente una quantita di ribofla- 
vina approssimativamente uguale a quella presente 
(F2) e la terza dopo riduzione con 1 % dél volume 
di una soluzione di idrosolfito di sodio al 10% in 
NaHCOs § % (Fs). La F2 e la F; vanno corrette per 
la diluizione risultante dall’aggiunta dello standard 
e del riducente (F’, - F’;). A questo punto, sosti- 
tuendo i valori trovati nella formula seguente, tro- 
viamo i + di riboflavina presenti in 100 ml di sangue. 


di riboflavina aggiunti con lo standard 


Nelle condizioni sperimentali seguite, il dinucleotide 
ha una fluorescenza uguale a 15 % rispetto alla ribo- 
flavina mentre lo FMN e la riboflavina hanno fra 
loro fluorescenza uguale. Se quindi la riboflavina 
del campione non idrolizzato (riboflavina apparente), 
corrisponde ad una lettura di Ri, e quella del cam- 
pione idrolizzato é uguale a Re, il FAD sara ricavato 
risolvendo 


Rr — Ri 


0.85 


Lo FMN e la riboflavina vengono determinati 
insieme. 


RISULTATI 


I risultati sono riportati nella tabella. 
Abbiamo eseguito il conteggio dei globuli 
rossi nei malati sottoposti alle prove in quanto 


% ~—— essendo il FAD contenuto soprattutto negli 

ml di siero eritrociti, una variazione del numero di questi 

F, — F's porta come diretta conseguenza una varia- 

x xX 100 “4 
F,—F, zione della quantita del FAD. 
TABELLA 
DPT FAD FMN +R ‘ 
Sesso M. B. y/100 ml y/100 ml y/100 ml Globuli rossi 
I 42 13 $3.2 3-7 4.400.000 
2 + 20 15 23 6.5 4.2$0.000 
3 44 16 37.3 7 4.200.000 
4 fo + 76 II 56 3.9 4.890.000 
+ §0 14 50.3 6.1 4.800.000 
6 + 2% 18 30.1 6.8 § .000.000 
+ 40 16.2 55 6.6 4.1§0.000 
8 + 41 13.1 48.5 4.1 §.200.000 
9 sce 30 14.5 49 6.7 4.950.000 
10 + 22 17.5 25 7 .000..000 
MEDIA 14.83 42.74 5.84 
I Normale 21 13.2 5 4.700.000 
2 20.3 15.4 7 4.500.000 
3 21.4 17.3 8.3 4.750.000 
4 21.2 14 6.7 4.950.000 
MEDIA 20.22 14.97 6.75 
FMN = Flavinmononucleotide FAD = Flavinadenindinucleotide R Riboflavina DPT Difosfotiamina 


35 


se- 
= 
sono 
egual 
o%. 
uto al 


CONCLUSIONI 


Come si pud desumere dai risultati esposti, 
il comportamento dei coenzimi della tiamina 
e della riboflavina é nell’ipertiroidismo spe- 
rimentale completamente differente. Infatti 
mentre la DPT é stata trovata nel sangue 
degli ipertiroidei diminuita, il FAD é risul- 
tato aumentato. 

La diminuzione della DPT non sembra possa 
attribuirsi ad un disturbo dei processi di fo- 
sforilazione; @ sufficiente infatti la sommini- 
strazione di tiamina all’ipertiroideo per pro- 
vocare un aumento della cocarbossilasi ema- 
tica. Dobbiamo pensare quindi ad un deficit 
vitaminico, intimamente connesso _all’acce- 
lerato metabolismo che implica una mag- 
giore utilizzazione ed usura della tiamina. E 
noto, infatti, che l’aumentato metabolismo 
degli zuccheri, facilmente dimostrabile negli 
ipertiroidei con una prova da carico, implica 
una maggiore distruzione di tiamina e di 
cocarbossilasi necessarie per la formazione 
dell’acetil-Co-A mediante il quale conven- 
gono al ciclo di Krebs tutti i metabolismi. 

La spiegazione che possiamo dare riguardo 
all’aumentata concentrazione ematica del coen- 
zima della riboflavina (FAD) é@ quella che 
tiene conto dell’esaltato metabolismo ossida- 
tivo dell’organismo ipertiroideo. Probabil- 
mente é per soddisfare a tali processi ossida- 
tivi che l’organismo elaborerebbe una mag- 
giore quantita di coenzima. 


RIASSUNTO 


Viene studiato il comportamento della cocarbos- 
silasi e dei coenzimi flavinici (FAD, FMN) nell’iper- 
tiroidismo. Mentre la concentrazione ematica del 
DPT @ stata trovata diminuita, il FAD é risultato 
aumentato. Viene discusso il significato dei risultati 
ottenuti. 


RESUME 
Comportement de la co-carboxylase et des co-enzymes 
flaviniques dans Vhyperthyroidie. 
Les auteurs étudient le comportement de la co- 
carboxylase et des co-enzymes flaviniques (FAD, 
FMN) dans l’hyperthyroidie. Alors qu’une dimi- 
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nution a été constatée pour les taux sanguins de 
DPT, une augmentation a été enregistrée en ce qui 
concerne le FAD. Les auteurs discutent la signi- 
fication des résultats obtenus. 


SUMMARY 


The behaviour of co-carboxylase and of the flavin coen- 
zymes in hyperthyroidism. 

The behaviour of co-carboxylase and of the 
flavin coenzymes (FAD, FMN) in hyperthyroidism 
has been studied. Whilst the blood level of DPT 
was reduced, that of FAD increased. The significance 
of the results obtained is discussed. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber das Verhalten der Cocarboxylase und der Flavin- 
coenzyme beim Hyperthyreoidismus. 

Es wird das Verhalten der Cocarboxylase und der 
Flavincoenzyme (FAD, FMN) beim Hyperthyreoi- 
dismus untersucht. Wahrend ein Sinken des Blut- 
spiegels des DPT festgestellt wurde, erwies sich 
das FAD als gesteigert. Die Bedeutung der erzielten 
Ergebnisse wird besprochen. 


RESUMEN 


Comportamiento de la cocarboxilasa y de las coenzimas 
flavinicas en el hipertiroidismo. 


Se estudia el comportamiento de la cocarboxilasa 
y de las coenzimas flavinicas (FAD, FMN) en el 
hipertiroidismo. Mientras se ha constatado una 
disminucién de la concentracién hematica de DPT, 
se ha registrado un aumento por lo que se refiere 
al FAD. Se discute el significado de los resultados 
obtenidos. 
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CLINICA DELLE MALATTIE NERVOSE E MENTALI DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. G. C. Riquier) 


ISTITUTO DI FISIOLOGIA GENERALE E SPECIALE DEGLI ANIMALI DOMESTICI 
E CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. E. Martini) 


La vitamina C nel liquor e nel sangue di cane in relazione 
all’introduzione di soluzioni ipertoniche per via endovenosa 


M. MEUCCI - G. AGUGGINI 


La somministrazione per via endovenosa di 
soluzioni ipertoniche determina un lieve, 
rapido e breve aumento della pressione li- 
quorale cui fa seguito una lenta caduta che 
va al di 1a dei valori pressori iniziali per la 
durata di alcune ore. 

Questo effetto é ottenuto senza che si ab- 
biano modificazioni significative della _pres- 
sione arteriosa e si accompagna ad un piccolo 
e fugace aumento della pressione venosa. 

Le soluzioni ipertoniche agiscono elevando 
transitoriamente la pressione osmotica del 
plasma la quale fa si che una parte del liquido 
interstiziale passi nel sangue ¢ di conseguenza 
vi sia una diffusione secondaria di liquido 
dalle cellule all’interstizio. Il volume del cer- 
vello risulta cosi ridotto e nel contempo una 
certa quantita di liquido cerebro-spinale e 
interstiziale @ assorbita dai vasi cerebrali. 

L’uso clinico delle soluzioni ipertoniche 
per via endovenosa allo scopo di combattere 
lipertensione endocranica sfruttando i feno- 
meni suesposti largamente noto. 

I cristalloidi hanno nel liquor una partico- 
lare distribuzione e l’acido ascorbico vi si trova 
in concentrazione notevolmente pit elevata 
che nel sangue inducendo ad ammettere I'esi- 
stenza di un peculiare meccanismo secretivo 
che non conosciamo nella sua intima essenza. 


SCOPO DEL PRESENTE LAVORO 


Sulla base di quanto piii sopra abbiamo bre- 
vemente riassunto si é voluto indagare se 
l’introduzione di soluzioni ipertoniche per 


via endovenosa avesse una qualche influenza 
sul meccanismo secretivo dell’acido ascor- 
bico, poiché detto meccanismo potrebbe es- 
sere influenzato dalle variazioni del rapporto 
elettrolitico liquor-plasma. 

A tale scopo sono state scelte soluzioni, 
isoosmotiche tra loro, di tre sostanze aventi 
un diverso comportamento di fronte alla 
barriera emato-liquorale. 

L’urea diffonde attraverso la barriera rapi- 
damente, ed in poco tempo il suo tasso ematico 
si equilibra con quello del liquido cerebro- 
-spinale. I] glucosio si trova nel liquor in quan- 
tita inferiore a quella contenuta nel sangue 
(meta circa). 

Il cloruro di sodio é invece presente nel 
liquido cerebro-spinale in quantita nettamente 
superiore a quella del sangue (un terzo circa). 

I classici esperimenti del Verney fanno sup- 
porre l’esistenza di osmoricettori capaci di 
agire in via riflessa sull’ipotalamo e¢ sulla neu- 
roipofisi e di regolare, tramite tale sistema 
neuroendocrino, la distribuzione dei liquidi 
corporel. 

Tali osmoricettori non sono stati ancora 
istologicamente individuati e si pensa siano 
distribuiti nel letto vascolare della carotide 
interna. 

Anche alla luce di tale moderna teoria il 
comportamento delle soluzioni ipertoniche 
da noi usate sarebbe diverso poiché il glucosio 
ed il sodio cloruro agirebbero su tali elementi 
regolatori provocando una risposta antidiu- 
retica (maggiore quella del cloruro di sodio), 
mentre l’urea non ne provoca. 
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Questo diverso comportamento di solu- 
zioni aventi eguale pressione osmotica ma 
diversa attivita sugli osmoricettori ci ha in- 
dotto a pensare che il meccanismo secretivo 
dell’acido ascorbico liquorale potesse essere 
in qualche modo legato agli osmoricettori ¢ 
percid influenzabile attraverso in- 
diretta delle soluzioni ipertoniche suddette. 


I dosaggi dell’acido ascorbico sono stati ese- 
guiti su 2,5 cc di sangue prelevato dalla vena 
safena esterna della zampa posteriore del- 
l’animale controlaterale a quella utilizzata per 
l’introduzione e su di un cc di liquor estratto 
per via sottooccipitale. 

Il metodo seguito per la determinazione é 
stato quello di Roe e Kuether. 


RISULTATI 
Numero Liquor mg % cc P Sangue mg % cc P 
9 Valori dopo introduzione di glucosio 18% 8,53 + 0,62 0,01 0,657 + 0,OI0I — (1) 
9 Valori dopo introduzione di NaCl 3,2% .. 6,98 0,39 0,1 0,§70 + O,O11§ — 
9 Valori dopo introduzione di urea 6% ..... 8,24 + 0,25 0,01 0,711 + 0,012 — 
(1) P = Non significativo. 
Confronti delle medie tra: P = 0,6 
glucosio-sodio cloruro ......... P = 0,02 
urea-sodio cloruro ............ P = 0,02 
TECNICA CONCLUSIONI 


Gli esperimenti sono stati condotti su quat- 
tro cani tenuti a dieta « standard ». 

Allo scopo di escludere che successive sot- 
trazioni di sangue e di liquor potessero di 
per sé essere causa di variazioni del contenuto 
in vitamina C dei liquidi stessi, sono stati 
eseguiti ripetuti prelievi con gli stessi intervalli 
di tempo seguiti per l’esperimento. Il dosag- 
gio dell’acido ascorbico non ha mai dimostrato 
differenze significative. 

Dopo un periodo di riposo di una settimana 
é stato ripetuto il prelievo di sangue e di liquor 
per determinare i valori normali della nostra 
tabella. 

In seguito sono state iniettate le soluzioni 
ipertoniche ed é stato controllato a distanza 
di trenta minuti il contenuto in vitamina C 
nei suddetti liquidi. 

Sono stati iniettati cc 7,5 per Kg di peso di 
una soluzione di urea al 6%; a distanza di 
alcuni giorni si é ripetuto l’esperimento con 
una soluzione di glucosio al 18 % ed infine 
con una di sodio cloruro al 3,2%. 
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Come appare dal confronto della probabi- 
lita sulla significativita dei valori medi ot- 
tenuti constatiamo che, mentre il trattamento 
con glucosio ed urea provoca un incremento 
della vitamina C con una possibilita di errore, 
calcolata con il t di Student minore dell’1 %, 
la soluzione clorurata da un aumento meno 
attendibile. 

Nel sangue i valori dell’acido ascorbico 
subiscono delle variazioni che non sono uni- 
voche e la cui significativita é-del tutto tra- 
scurabile. 

Si deve quindi ammettere che sia l’urea che 
il glucosio provocano un aumento dell’acido 
ascorbico nel liquor senza alterare il contenuto 
di vitamina C del sangue. 

Confrontando inoltre i valori ottenuti con 
queste due ultime soluzioni e quello provocato 
dalla soluzione di cloruro di sodio si ha modo 
di vedere che la differenza é altamente signi- 
ficativa. 

Si pud concludere pertanto che glucosio ed 
urea provocano degli aumenti di vitamina C 
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significativi e, confrontati tra di loro, aventi 
le stesse caratteristiche, mentre quello ottenuto 
con il cloruro di sodio, ben pitti modesto, non 
solamente presenta una bassa significativita in 
senso assoluto, ma é dipendente da altre cause. 

Non siamo in grado di mettere in evidenza il 
meccanismo attraverso il quale agiscono urea e 
glucosio, ma certamente il processo di secre- 
zione dell’acido ascorbico viene in qualche 
modo influenzato perché i valori ematici non 
sono modificati dall’introduzione delle solu- 
zioni ipertoniche esaminate. 

Comunque si pud escludere che possa essere 
la pressione osmotica causa di tali variazioni 
in quanto il cloruro di sodio non provoca un 
incremento significativo. 


RIASSUNTO 


Introducendo endovena delle soluzioni ipertoni- 
che di glucosio, urea e cloruro di sodio, aventi la 
medesima pressione osmotica si ottiene per le prime 
un aumento significativo della vitamina C nel li- 
quor (45% e 38% rispettivamente), mentre la so- 
luzione clorurata agisce nello stesso senso in misura 
molto minore (17%). 


RESUME 
La vitamine C dans le L.C.-R. et le sang de chien par 
rapport a lintroduction de solutions hypertoniques par 
voie intraveineuse. 

En introduisant par voie intraveineuse des solu- 
tions hypertoniques de glucose, d’urée et de chlorure 
de sodium, ayant la méme pression osmotique, on ob- 
tient pour les premiéres une augmentation signifi- 
cative de la vitamine C dans le liquide céphalo-ra- 
chidien (respectivement 45%, et 38%), tandis que 
la solution chlorurée agit dans le méme sens mais 
en bien plus faible mesure (17°). 


SUMMARY 
The vitamin C content of the cerebrospinal fluid and 
blood of dogs in relation to intravenous injection of 
hypertonic solutions. 
After introduction by intravenous injection of 
hypertonic solutions of glucose, urea, and sodium 


chloride having the same osmotic pression, a stati- 
stically remarkable increase of ascorbic acid in the 
cerebrospinal fluid (45% and 38%) respectively, 
is found for the former while the sodium chloride 
solution has a minor effect (17%). 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber den Einfluss intravendser Zufuhr hypertonischer 
Lésungen auf den Vitamin C-Gehalt der Zerebro- 
spinalfliissigkeit und des Blutes des Hundes. 


Bei intravenéser Zufuhr hypertonischer Trauben- 
zucker-, Harnstoff-und Kochsalzlésung  gleichen 
osmotischen Druckes erzielt man durch die ersten 
zwei Substanzen einen beachtlichen Anstieg des 
Vitamin-C-Spiegels in der Zerebrospinalfliissigkeit 
(45, bezw. 38%), wahrend die Kochsalzlésung 
gleichsinnig, jedoch bedeutend weniger stark ein- 
wirkt (17 %). 


RESUMEN 


La vitamina C en el liquido céfalorraquideo y en la 
sangre de perro con respecto a la introduccion de solu- 
ciones hipertonicas por via intravenosa. 


Introduciendo por via intravenosa soluciones hi- 
pertonicas de glucosa, urea y cloruro de sodio, con 
la misma presién osmotica, se obtiene con las pri- 
meras un aumento significativo de la vitamina C 
en el liquido céfalorraquideo (45% y 38% respecti- 
vamente), mientras la solucién clorurada obra en 
el mismo sentido pero en medida mucho menor 
(17 %).- 
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